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RESUMO 
A gravioleira (Annona muricata L.) é muito conhecida e utilizada na medicina popular em 
razão de suas propriedades medicinais, o que está associado à presença de compostos com alta 
atividade biológica provenientes do seu metabolismo secundário. Nesse estudo, utilizou-se o 
etanol para extração de compostos bioativos da folha da gravioleira [fenólicos totais (FT) e 
acetogenina anonacina (CAn)], avaliando-se também a capacidade antioxidante (CA) in vitro 
dos extratos. Para a otimização da extração (Estudo 1) avaliou-se: (I) a temperatura, (II) a 
potência de ultrassom, (III) a concentração de etanol e (IV) a razão solvente/folha. Foi 
realizado um planejamento fracionado 24-1 para uma primeira investigação dos efeitos das 
variáveis estudadas e definição das faixas adequadas de estudo. Das variáveis avaliadas 
somente duas apresentaram efeito significativo (I e III), partindo-se para a realização de um 
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR). A extração foi otimizada para as 
respostas FT, CA e CAn. Para efeito de comparação com as extrações realizadas nas 
condições do Estudo 1, foi realizado um estudo de extração acelerada por solvente (ASE) 
utilizando metanol e etanol em condições extremas de temperatura e pressão, 100°C e 10 
MPa, respectivamente (Estudo 2). Extrações aquosas por infusão foram feitas para 
comparação dos resultados. Por fim, a partir das condições ótimas de extração estabelecidas 
no Estudo 1, foram avaliados os processos de ultrafiltração (UF), nanofiltração (NF) e uma 
combinação sequencial dos dois processos no fracionamento e concentração dos FT, 
avaliando-se também a CA das frações obtidas (Estudo 3). Extratos contendo 50% e 70% de 
etanol foram utilizados nas filtrações. Os mecanismos de incrustação das membranas 
utilizadas foram caracterizados empregando a modelagem de Hermia e microscopia de força 
atômica (AFM). No planejamento fatorial, as variáveis I e IV tiveram efeito significativo (p < 
0,1) na extração de FT, e para a CAn somente a variável (III). No DCCR, as condições de 
processo em que se obteve, simultaneamente, aumento na extração de FT e de CAn foram: 
temperatura em torno de 50 °C e concentração de etanol ao redor de 50%. No Estudo 2, a 
concentração de FT na extração com metanol pressurizado à quente foi de 83 mg EAG/g e 
com etanol foi 64 mg EAG/g. O metanol solubilizou mais anonacina e squamocina do que o 
etanol, sendo encontradas concentrações de 305,6 ± 28,3 µg/g-b.s. de anonacina no extrato 
metanólico e 226,0 ± 0,1 µg/g-b.s. no extrato etanólico. Para squamocina foram encontrados 
17,4 ± 0,89 µg/g-b.s. no extrato metanólico, e 4,75 ± 0,41 µg/g-b.s. no extrato etanólico. As 
infusões solubilizaram apenas 0,213% (0,65 ± 0,07 µg/g-b.s.) de anonacina e muito pouca 
squamocina para ser detectada. Nos processos de UF e NF, os extratos contendo 50% de 
etanol apresentaram maior retenção de FT e CA superiores. Na UF o declínio de fluxo foi 
significativamente maior (42,5%) para os extratos contendo 70% de etanol. Os processos 
sequenciais foram eficazes na separação dos FT, apresentando fluxos superiores aos 
observados nos processos de filtração direta. A maior concentração de etanol nos extratos 
reduziu o fluxo de permeado, apresentando pequena influência sobre a rejeição dos compostos 
de interesse.  
 
Palavras-chave: acetogeninas anonáceas, anonacina, compostos fenólicos, capacidade 
antioxidante, extração assistida por ultrassom, graviola. 
 
 
 
 
ABSTRACT 
Graviola tree (Annona muricata L.) is well known and widely used in folk medicine due to its 
medicinal properties, which are associated with the presence of secondary metabolites with 
important biological activities. In this study, ethanol was used to extract bioactive compounds 
from graviola leaves [total phenolics (TP) and annonaceous acetogenin annonacin (CAn)], 
also evaluating the antioxidant capacity (AC) of the extracts in vitro. To optimize the 
extraction the effects of (I) temperature, (II) ultrasound power, (III) ethanol concentration and 
(IV) the ratio solvent/leaves were determined (Study 1). A 24-1 fractional factorial design was 
carried out for a first investigation of the effects of the variables and to set the appropriate 
ranges of study. Only two variables had significant effects (I and III).  Next, a Central 
Composite Rotational Design (CCRD) was done. The extraction was optimized for the 
individual parameters. Next, Study 2 was done using accelerated solvent extraction (ASE) 
with dry methanol and ethanol at 100°C and 10 MPa (100 atm) pressure. In a subsequent 
study, a hot, aqueous infusion (a tea) was made from the leaves and it was analyzed. Finally, 
from the optimal extraction conditions obtained in Study 1, ultrafiltration (UF), nanofiltration 
(NF) and a sequential combination of both processes were evaluated in the fractionation and 
concentration of the TP of the fractions obtained, evaluating also the AC (Study 3). Extracts 
containing 50% and 70% of ethanol were used in the filtrations. Fouling mechanisms of the 
membranes were characterized using Hermia's model and atomic force microscopy (AFM). In 
the fractional factorial design, the variables I and IV had significant effects (p < 0.1) on the 
extraction of TP and AC, and for the CAn only the variable III was important. From the 
CCRD, process conditions in which were obtained, simultaneously, an increase of TP and 
CAn extractions were temperature and ethanol concentration at values around 50 °C and 50% 
ethanol, respectively. In Study 2, the concentration of TP in the hot, pressurized methanol 
extract was 83 mg GAE/g, while with ethanol it was 64 mg GAE/g. Methanol solubilized 
more annonacin and squamocin than ethanol. Was found 305.6 ± 28.3 µg/g-dw annonacin in 
the methanolic extract and 226.0 ± 0.07 µg/g-dw in the ethanolic extract. For squamocin, 17.4 
± 0.89 µg/g-dw was found in the methanolic extract and 4.75 ± 0.41 mg/g-dw in the ethanolic 
extract. Infusions solubilized only 0.213% (0.65 ± 0.07 µg/g-dw) of the annonacin and 
squamocin was not detected. In the UF and NF processes, the extracts containing 50% ethanol 
showed higher retention of TP and higher AC. In the UF, the permeate flux decline was 
significantly higher (42.5%) for the extracts with 70% ethanol. The sequential filtration 
processes were effective in separating of the TP, showing higher fluxes than those observed in 
direct filtration processes. The highest concentration of ethanol in the extracts reduced the 
permeate flux, but had little influence on the rejection of the compounds of interest. 
 
 
 
Keywords: annonaceous acetogenins, annonacin, phenolic compounds, antioxidant capacity, 
ultrasound-assited extraction, soursop.  
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INTRODUÇÃO 
O interesse por terapias naturais e pelo consumo de alimentos, bebidas e 
suplementos alimentares contendo compostos bioativos tem aumentado significativamente 
nos países industrializados e encontra-se em expansão a busca de matrizes vegetais como 
fonte desses compostos. Muitos componentes bioativos têm sido encontrados na gravioleira, 
assim como cientistas têm estudado suas propriedades há mais de 40 anos. Estudos 
fitoquímicos e farmacológicos das espécies de anonáceas têm se intensificado nos últimos 
anos, o que está associado à descoberta das acetogeninas anonáceas, uma classe de compostos 
naturais com ampla atividade biológica. Na gravioleira, estes compostos são encontrados nas 
folhas, no caule, na casca e nas sementes das frutas. Estudos clínicos publicados por diversos 
grupos de pesquisa (ALALI et al., 1999; McLAUGHLIN, 2008; MOGHADAMTOUSI et al., 
2015) apontam que as acetogeninas da gravioleira têm toxicidade seletiva contra vários tipos 
de células cancerígenas, inclusive as resistentes à multidrogas. Além de propriedades 
antitumorais e anticancerígenas significativas, esses compostos também apresentam atividade 
antimalária, pesticida, entre outras. A folha da gravioleira também é rica em compostos 
antioxidantes e atribui-se esta característica aos compostos fenólicos, que formam o maior 
grupo de antioxidantes extraído de vegetais, neutralizando a reatividade de radicais livres por 
meio da doação de um átomo de hidrogênio (F'GUYER et al., 2003; NIKOLIC, 2006). 
Apesar dos inúmeros estudos de caracterização, aplicação e dos mecanismos de 
ação in vitro e in vivo dos compostos bioativos da folha da gravioleira, não há na literatura 
trabalhos sobre o estudo de técnicas de extração e concentração dos compostos de interesse 
com aplicação industrial, visando a produção de fitoterápicos ou suplementos alimentares de 
maneira segura para o consumo humano. Em grande parte desses estudos são utilizados 
solventes orgânicos tóxicos como metanol, hexano, acetona, entre outros, os quais, devido às 
suas características de polaridade e solubilidade, se tornam mais eficientes na extração desses 
compostos, especialmente os que apresentam características lipofílicas, como é o caso das 
acetogeninas (ALALI et al., 1999, McLAUGHLIN, 2008), além de outros metabólitos 
secundários das plantas. Na maioria das situações, tanto para uso alimentício quanto para fins 
farmacológicos, o solvente residual é indesejável por sua toxicidade, sua capacidade reagente 
ou mesmo pela interferência no aroma do extrato obtido. O uso de solventes de baixa 
toxicidade como álcoois (isopropanol e etanol) e dióxido de carbono supercrítico tem 
aumentado devido a estes problemas, porém, de maneira geral, são menos eficientes, devido à 
menor afinidade molecular entre solvente e soluto (DÍAZ-REINOSO et al., 2006).  
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É importante ressaltar que a competitividade na área de produtos naturais tem 
como fatores fundamentais a conquista de mercados, a qualidade, a disponibilidade e o preço, 
sinalizando uma tendência para o emprego de técnicas modernas e eficientes de extração. 
Ocorre ainda que muitas vezes a concentração das substâncias ativas arrastadas para a solução 
extrativa não é suficiente para a obtenção do efeito desejado, ou o extrato foi obtido com solvente de 
elevada toxicidade, como mencionado, o que atualmente tem sido visto como algo negativo para o 
consumidor, tanto pelo risco de presença de algum contaminante quanto por questões ambientais. 
Ainda, no caso de extratos obtidos por meio da utilização de solventes de elevada 
toxicidade, torna-se imprescindível que estes sejam submetidos a um processo de remoção total ou 
parcial do solvente. Os processos usualmente empregados utilizam temperaturas acima da ambiente 
para a evaporação do solvente, que é um fator negativo para a qualidade do produto concentrado, 
podendo ocorrer degradação de compostos termossensíveis. 
Nos últimos anos, os processos de separação com membranas (PSM) têm sido 
bastante empregados na recuperação e concentração de produtos e subprodutos de valor 
comercial, como sucos e extratos vegetais, por permitirem o uso de membranas com massas 
moleculares de corte específicas para a separação das moléculas de interesse, e por 
normalmente ocorrerem à temperatura ambiente (MULDER, 1996; LI; CHASE, 2010). 
No Brasil e em outros países empresas têm comercializado a folha da gravioleira 
desidratada na forma de cápsulas e sachês de chá; contudo a tecnologia empregada na 
obtenção dos produtos é a simples secagem das folhas seguida de trituração para a obtenção 
do produto em pó. Dessa forma, nos produtos atualmente comercializados, os compostos 
bioativos presentes nas folhas, encontrados na ordem de partes por milhão, estão misturados a 
diversos outros compostos e suas concentrações na maioria das vezes não é determinada. No 
Brasil esses produtos são ofertados clandestinamente na forma de suplementos alimentares, 
pois a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) não autoriza sua comercialização, 
justamente devido ao fato de as empresas não comprovarem sua alegação anticâncer e por 
desconhecerem a concentração dos ativos nos produtos bem como sobre possíveis efeitos 
adversos. 
Como é bem conhecido na área de química de produtos naturais, o que diferencia 
o remédio do veneno é a dose, portanto o conhecimento das concentrações de moléculas 
potencialmente citotóxicas, como as acetogeninas anonáceas, é de extrema relevância para o 
consumo seguro dos produtos que contém esses compostos. 
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OBJETIVOS 
 
 
Objetivo Geral 
Otimizar o processo de extração de compostos fenólicos e de acetogeninas 
anonáceas da folha de gravioleira, obtendo-se um extrato rico nesses compostos e com 
elevada capacidade antioxidante, e avaliar o emprego de tecnologia de filtração com 
membranas seletivas (ultrafiltração e nanofiltração) na separação e concentração desses 
compostos, obtendo frações enriquecidas e semi-purificadas.  
 
Objetivos Específicos 
 Determinar a composição centesimal (teor de umidade, proteínas, lipídios, 
cinzas e carboidratos) da matéria-prima e dos extratos obtidos; 
 Obter a cinética de extração dos compostos para determinar o tempo ótimo de 
extração; 
 Avaliar a condição ótima de extração dos compostos bioativos da folha da 
gravioleira (fenólicos, acetogeninas anonáceas - anonacina) e realizar a avaliação da 
capacidade antioxidante utilizando um planejamento fatorial 24-1 para seleção de variáveis de 
processo (temperatura, potência de ultrassom, concentração de etanol/água, razão 
solvente/folha) e suas faixas de utilização, e um Delineamento Composto Central Rotacional 
(DCCR) para a otimização; 
 Caracterizar os extratos quanto à capacidade redutora (fenólicos totais - FT), 
quanto à capacidade antioxidante total (CAT), pelos métodos ABTS e ORAC, e quanto à 
concentração da acetogenina anonacina (CAn). 
 Avaliar os processos de ultrafiltração (UF) e nanofiltração (NF) na separação e 
concentração dos compostos de interesse. 
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REVISÃO DA LITERATURA 
 
1. Introdução 
 
1.1. Produtos naturais e câncer 
Produtos naturais contendo componentes bioativos têm ganhado popularidade nos 
últimos anos e o interesse da população por terapias naturais e pelo consumo de alimentos, 
bebidas e suplementos dietéticos com apelo funcional tem aumentado significativamente.  
A natureza é uma fonte atrativa de compostos farmacologicamente ativos, 
candidatos ao tratamento de muitas patologias devido à enorme diversidade química 
encontrada nas milhões de espécies de plantas, animais e microrganismos (ROCHA et al., 
2001), o que torna os produtos naturais uma fonte extremamente importante de agentes 
medicinais.  
Produtos naturais são metabólitos de natureza química, produzidos por plantas, 
bactérias, protozoários e animais por meio do seu metabolismo secundário, em resposta a 
estímulos externos como mudança nutricional, infecção, competição e predação. No reino 
vegetal, esses metabólitos secundários (também chamados de micromoléculas vegetais) são 
conhecidos por oferecer diferentes tipos de proteção às plantas, como ao ataque de insetos e 
herbívoros e defesa contra doenças. Muitos desses metabólitos já foram isolados e os 
compostos biologicamente ativos possuem grande potencial terapêutico (CHIN et al., 2006; 
PESSOA et al., 2006; SIMÕES et al., 2001). 
Embora existam algumas novas abordagens para a descoberta de medicamentos, 
nenhuma delas pode substituir a importância dos produtos naturais na descoberta e 
desenvolvimento de drogas (MOGHADAMTOUSI et al., 2015). Desta forma encontra-se em 
expansão a busca por fontes vegetais ricas em compostos bioativos para uso em diversas 
aplicações em segmentos da indústria alimentícia, cosmética e farmacêutica. 
A procura por produtos naturais com propriedades anticâncer remonta, pelo 
menos, ao papiro Ebers1 em 1550 a.C. Entretanto, o período científico desta pesquisa é muito 
mais recente, começando com as investigações por Hartwell e colaboradores no final dos anos 
1960 sobre a aplicação da podofilotoxina e seus derivados como agentes anticancerígenos 
                                                             
1 O Papiro Ebers é um dos tratados médicos mais antigos e importantes que se conhece. Foi escrito 
no Antigo Egito e é datado de aproximadamente 1550 a.C. Atualmente o papiro está em exibição na 
biblioteca da Universidade de Leipzig, na Alemanha, e foi batizado em homenagem ao monge alemão 
Georg Ebers, que os adquiriu em 1873.  
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(SRIVASTAVA et al., 2005). A descoberta de diversas classes de produtos naturais que 
foram isoladas e caracterizadas nos últimos anos aliada à elucidação de mecanismos 
biológicos e bioquímicos de suas ações terapêuticas foram fundamentais para o avanço no 
desenvolvimento de novos medicamentos. 
O câncer é, inquestionavelmente, um problema de saúde pública, especialmente 
entre os países em desenvolvimento. Com base no documento World Cancer Report 2014 da 
International Agency for Research on Cancer (IARC), da Organização Mundial da Saúde 
(OMS), é esperado que nas próximas décadas o impacto do câncer na população desses países 
corresponda a 80% dos mais de 20 milhões de novos casos estimados para 2025 (INCA, 
2015). 
A estimativa mundial, realizada em 2012, pelo projeto Globocan/IARC, apontou 
que dos 14 milhões de novos casos estimados, mais de 60% ocorreram em países em 
desenvolvimento. Para a mortalidade, a situação se agrava quando se constata que, dos 8 
milhões de óbitos previstos, 70% ocorreram nesses mesmos países. Na América Latina e no 
Caribe, em 2012, ocorreram cerca de 1,1 milhão de casos de câncer. A estimativa para o 
Brasil para o biênio 2016-2017 aponta a ocorrência de cerca de 600 mil casos novos de 
câncer. Excetuando-se o câncer de pele não melanoma (aproximadamente 180 mil casos 
novos), ocorrerão cerca de 420 mil casos novos de câncer (INCA, 2015).  
Os tipos de câncer mais incidentes no mundo foram pulmão (1,8 milhão), mama 
(1,7 milhão), intestino (1,4 milhão) e próstata (1,1 milhão). Nos homens, os mais frequentes 
foram de pulmão (16,7%), próstata (15,0%), intestino (10,0%), estômago (8,5%) e fígado 
(7,5%). Em mulheres, as maiores frequências encontradas foram de mama (25,2%), intestino 
(9,2%), pulmão (8,7%), colo do útero (7,9%) e estômago (4,8%) (INCA, 2015). 
Com a maior compreensão dos mecanismos de progressão do câncer, drogas têm 
sido desenvolvidas visando o combate à doença, com base nas interações entre moléculas 
pequenas e proteínas importantes na regulação do metabolismo e apoptose (morte programada 
das células). Ou seja, quando uma célula sofre dano por espécies reativas com oxigênio e/ou 
mutações no DNA, especialmente em oncogenes (genes que podem causar câncer quando são 
mutados) (SMITH, 2015). 
Nos últimos anos, agentes-alvo moleculares têm sido objeto de estudo em 
diversos tipos de terapias, incluindo as de quimioprevenção, a qual é definida como a 
utilização de agentes naturais ou agentes sintéticos não essenciais na dieta para interromper o 
processo de carcinogênese e para prevenir ou retardar o crescimento do tumor (SHUKLA; 
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PAL, 2004; SMITH, 2015). A terapia-alvo tem o foco de combater as moléculas específicas, 
direcionando a ação de medicamentos, exclusivamente ou quase exclusivamente, às células 
tumorais, reduzindo assim suas atividades sobre as células saudáveis e os efeitos colaterais ao 
organismo.  
Pesquisas sobre câncer estão em andamento à procura de novas substâncias 
bioativas (drogas-alvo) e um grande desafio que se enfrenta em todo o mundo, e 
especialmente nos países em desenvolvimento, é a dificuldade de incorporação destas drogas 
aos sistemas de saúde devido ao seu altíssimo custo, que reflete os altos custos com as 
pesquisas de desenvolvimento destes fármacos. 
Até a primeira metade do século XX o Brasil era essencialmente rural e usava 
amplamente a flora medicinal, tanto a nativa quanto a introduzida, no tratamento de diversas 
enfermidades. Hoje, a medicina popular do país é reflexo das uniões étnicas entre os 
diferentes imigrantes e os numerosos povos autóctones que difundiram o conhecimento das 
ervas locais e de seus usos, transmitidos e aprimorados de geração em geração (MATOS; 
LORENZI, 2008). 
Em 2006, com a adoção da Política Nacional de Práticas Integrativas e 
Complementares no Sistema Único de Saúde (SUS), foi aberto o portal de acesso ao 
conhecimento das plantas medicinais brasileiras e seu emprego correto na recuperação e 
manutenção da saúde, por meio do Programa de Pesquisas de Plantas Medicinais (PPPM), 
desenvolvido por pesquisadores brasileiros apoiados pelo Ministério da Saúde, por meio do 
setor de pesquisas da antiga Ceme - Central de Medicamentos (BRASIL, 2006).  
Dentre todos os acontecimentos importantes no Brasil na área de saúde, o 
vinculado ao uso de plantas medicinais é o mais marcante. Sua aplicação pelo SUS dá início 
ao disciplinamento do emprego da fitoterapia de base científica extraída do conjunto de 
plantas colecionadas por gerações sucessivas de uma população que tinha como única opção 
para o tratamento de seus males o uso empírico das plantas medicinais de fácil acesso em 
cada região do país (BRASIL, 2006). 
O PPPM foi promissor por acender a esperança dos pesquisadores brasileiros no 
apoio governamental para a realização de um grande programa de pesquisas envolvendo os 
imprescindíveis trabalhos de identificação botânica, de avaliação da existência ou não da 
atividade atribuída às milhares de plantas listadas nos levantamentos etnofarmacológicos, 
próprios de cada região do país. A gravioleira foi uma das 74 plantas medicinais selecionadas 
pelo programa para a realização dos estudos farmacológicos pré-clínicos, clínicos e 
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toxicológicos (BRASIL, 2006), devido ao seu amplo uso na medicina popular e em virtude de 
suas propriedades terapêuticas (ALALI et al.,1999). 
1.2 A família das anonáceas 
A família Annonaceae possui aproximadamente 119 gêneros e mais de 2.000 
espécies. O gênero Annona possui 118 espécies, das quais 108 são originárias da América 
Tropical e 10 da África Tropical, e apenas uma espécie (Annona glabra) é relatada nesses 
dois continentes. Das 13 espécies que produzem frutos comestíveis 9 são cultivadas, e dentre 
elas 5 possuem maior importância econômica, sendo que, dessas, quatro se destacam em 
termos comerciais: graviola (Annona muricata), pinha (Annona squamosa), cherimóia 
(Annona cherimola) e mais recentemente a atemóia (híbrido entre as duas últimas) (São José, 
2014). 
A origem da palavra Annona é do latim e significa “colheita anual”. Para muitos 
países da África e Ásia e também da América Central, do Norte e do Sul, as anonáceas são 
importantes economicamente. Em geral, seu consumo se restringe ao mercado interno (local 
e/ou regional) e raramente seus frutos são exportados, apesar de seu potencial. Os países 
produtores que mais se destacam no mercado das anonáceas são: Austrália, Chile, Espanha, 
Estados Unidos, Nova Zelândia e Israel, para cherimóia; Brasil, México, Venezuela e Costa 
Rica, para graviola; e Tailândia, Filipinas, Brasil, Cuba e Índia, para pinha (SÃO JOSÉ, 
2014). 
A família Annonaceae contém dois principais grupos de potenciais neurotoxinas: 
os alcalóides isoquinolínicos, os quais têm sido bastante estudados, e as acetogeninas, uma 
extensa, única e estruturalmente homogênea classe de policetídeos (derivados de ácidos 
graxos), específica das anonáceas (CHAMPY et al., 2005). 
1.2.1 A gravioleira 
A gravioleira (Annona muricata L.) é muito conhecida e utilizada na medicina 
popular (frutos, folhas, caule e raiz), principalmente em razão de suas propriedades 
medicinais conhecidas desde as antigas civilizações (HAMIZAH et al., 2012; MATOS; 
LORENZI, 2008). Tem como centro de origem a América Central, o Norte da América do Sul 
e os vales peruanos, sendo então distribuída para todas as regiões tropicais do mundo, 
podendo ser encontrada disseminada em toda faixa equatorial do planeta (MANICA, 1997 
apud MOSCA et al., 2006; RAMOS et al., 2001; SACRAMENTO et al., 2009; SÃO JOSÉ et 
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al., 2014). É também conhecida como “soursop” em inglês, “guanábana” em espanhol e 
“corossol” em francês (ABPA, 2007). No Brasil foi introduzida pelos portugueses no estado 
da Bahia no século XVI e é conhecida como jaca-de-pobre, jaca-do-pará, ata-de-lima e 
coração de rainha. É cultivada principalmente no Nordeste, sendo os estados da Bahia, 
Pernambuco, Alagoas, Ceará, Minas Gerais e São Paulo os maiores produtores, com plantios 
irrigados com bom nível tecnológico (SACRAMENTO et al., 2009). É uma árvore de porte 
ereto e alta densidade de ramos por área de copa, podendo medir entre 3,5-8,0 m de altura 
(Fig. 1). As folhas são inteiras, ovadas, oblongas ou elípticas, coriáceas, duras, de pecíolos 
curtos, de cor verde-escura-brilhante na página superior e verde-amarelada na página inferior, 
medindo de 5 a 18 cm de comprimento por 2 a 7 cm de largura, quando adultas (MANICA, 
1997 apud MOSCA et al., 2006, SÃO JOSÉ et al., 2014). 
 
 
  
Figura 1. Gravioleira (à esquerda), suas folhas (acima) e área de cultivo comercial (Fazenda 
Iolla, Ceará, Brasil) (à direita). 
 
A Bahia detém 85% da área cultivada de gravioleira no Brasil, com destaque para 
as regiões do litoral sul e extremo sul do Estado. No total, a Agência de Defesa Agropecuária 
da Bahia (ADAB) georeferenciou, de 2009 a 2011, 31 municípios produtores, confirmando a 
Foto: Ingrid V. M. de Moraes 
Foto: Ingrid V. M. de Moraes 
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Bahia como o maior produtor mundial de graviola, com produtividade de 40 ton/ha 
(informação verbal)2. Apesar da escassez de dados sobre área plantada e comercialização da 
graviola, segundo dados da ADAB, o Estado tem hoje cerca de 1,5 mil hectares plantados e 
possibilidade de ampliação, produzindo cerca de 20 mil toneladas ano, o que gera uma receita 
anual de R$ 15 milhões (ADAB, 2015).  
O cultivo comercial da gravioleira ainda é recente. Entretanto, sua importância 
socioeconômica tem aumentado nos últimos anos em função da demanda por frutas tropicais, 
além da possibilidade de uso na indústria farmacêutica e de cosméticos (SÃO JOSÉ et al., 
2014).  
 
1.2.2 Propriedades atribuídas à gravioleira 
A gravioleira tem uma longa e rica história de uso na fitoterapia, assim como um 
extenso e documentado uso indígena no tratamento de diversas doenças (MATOS; 
LORENZI, 2008; MOGHADAMTOUSI et al., 2015; SÃO JOSÉ et al., 2014). 
Assim como as demais anonáceas, a Annona muricata é rica em compostos 
bioativos. Estudos têm mostrado ação hipotensiva, antiespasmódica, vasodilatadora e 
relaxante do músculo estomacal a partir dos extratos das folhas e casca da árvore (ALALI et 
al., 1999; IOANNIS et al., 2015; McLAUGHLIN, 2008,).  
Nos Andes peruanos, as folhas são utilizadas para combate de inflamações das 
membranas mucosas e as sementes esmagadas são usadas para eliminar parasitas. Na 
Amazônia peruana, a casca, raízes e folhas são utilizadas na forma de chás e infusões em 
casos de diabetes, como sedativos e antiespasmódicos. Tribos indígenas na Guiana utilizam o 
chá da folha e/ou da casca como sedativo e tônico para o coração. Na Amazônia brasileira, o 
chá da folha é utilizado para problemas hepáticos, e o óleo das folhas e a fruta madura são 
misturados com óleo de oliva e utilizados externamente para nevralgia, reumatismo e dores de 
artrite. Na Jamaica, Haiti e Índia, a fruta e /ou seu suco são utilizados contra febres, parasitas 
e diarreia, além de estimulante à lactação (CARBAJAL et al., 1991; MATOS; LORENZI, 
2008; OBERLIES et al., 1997). 
As propriedades da gravioleira têm sido estudadas desde a década de 1940 
(ALALI et al., 1999). Contudo, nos últimos anos, estudos fitoquímicos e farmacológicos das 
espécies de anonáceas têm se intensificado, o que está associado à descoberta das 
                                                             
2 Informação fornecida por Keyla Soares Silva, Eng. Agrônoma e coordenadora de projetos especiais 
na Agência de Defesa Agropecuária da Bahia, por meio de contato pessoal, em maio de 2016. 
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acetogeninas anonáceas (ACGs), uma classe de compostos naturais com ampla atividade 
biológica. Desde a descoberta da primeira acetogenina, a uvaricina, em 1982, como um agente 
ativo in vivo contra a leucemia tipo murina (células 3PS) (JOLAD et al., 1982), mais de 500 
ACGs já foram identificadas a partir de diferentes partes das plantas da família Annonaceae, 
fortalecendo grande interesse por esta família nos últimos anos (MOGHADAMTOUSI et al., 
2015). 
A gravioleira produz estes compostos naturais em sua folha, caule, casca e 
semente das frutas (BADRIE; SCHAUSS, 2010; MATTOS; LORENZI, 2008). Estudos 
clínicos publicados por diversos grupos de pesquisa reportam que as acetogeninas da graviola 
têm demonstrado, além de propriedades citotóxicas significativas, toxicidade seletiva in vitro 
e in vivo contra vários tipos de células cancerígenas, não prejudicando as células saudáveis 
(ALALI et al., 1999; CHEN et al., 2012; HAMIZAH, et al., 2012; MOGHADAMTOUSI et 
al., 2015; SIQUEIRA, 2010; ZAFRA-POLO et al., 1996). Esse resultado foi descrito em 
pesquisas que incluíram diversas linhagens de células tumorais, como linfoma humano 
(McLAUGHLIN, 2008), adenocarcinoma do cólon (intestino grosso) (MOGHADAMTOUSI 
et al., 2014b), carcinoma pulmonar (GOMES DE MELO et al., 2010), câncer de mama 
(HANSRA et al., 2014), adenocarcinoma da próstata (DEEP et al., 2016, ASARE et al., 
2015, YANG et al., 2015), carcinoma pancreático (ADEWOLE et al., 2006, TORRES et al., 
2012, ROSDI et al., 2015), câncer de fígado, leucemia mielóide (EZIRIM et al., 2013), 
adenocarcinoma mamário resistente à multidrogas (OBERLIES et al., 1997, 
GAVAMUKULYA et al., 2014).  
A graviola é uma boa fonte nutricional, contudo, incluindo os seus frutos, contém 
compostos citotóxicos como a anonacina, a acetogenina mais abundante na espécie e mais 
tóxica, como demonstrado experimentalmente em estudos in vitro e in vivo para neurônios 
dopaminérgicos e inibidores da cadeia respiratória mitocondrial (CHAMPY et al., 2004; 
LANNUZEL et al., 2002, 2003, 2006). Levantamentos epidemiológicos em várias regiões do 
mundo têm relacionado o consumo da fruta a um aumento no risco de desenvolver o 
parkinsonismo atípico. Devido a este achado é preciso ter certa precaução com a ingestão 
regular da fruta e de derivados produzidos a partir da planta, e mais investigações devem ser 
incentivadas (BADRIE; SCHAUSS, 2010). 
Nas ilhas Guadalupe (West Indies), no Caribe, pacientes com mal de Parkinson 
atípico representam dois terços de todos os casos de parkinsonismo. Em países europeus e nos 
EUA, o parkinsonismo atípico representa cerca de 5% dos casos. Essa forma atípica é descrita 
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como uma combinação única de parkinsonismo levodopa-resistente, tremor, mioclonia, 
alucinações, distúrbio de comportamento do sono R.E.M.3 e demência fronto-subcortical 
(LANNUZEL et al., 2008).  
1.2.3 Acetogeninas anonáceas 
As acetogeninas anonáceas são policetídeos4 lipofílicos da família das Anonáceas, 
de aspecto branco e ceroso (McLAUGHLIN, 2008). Estruturalmente são caracterizadas por 
uma série C-35/C-37 derivados de ácidos graxos de cadeia longa C-32/C-34 combinados com 
uma unidade de 2-propanol. São normalmente caracterizadas por apresentarem uma longa 
cadeia alifática tendo um anel terminal γ-lactona metil-substituída ,-insaturada (podendo 
algumas vezes sofrer rearranjo para cetolactona), com um, dois ou três anéis 
tetrahidrofurânicos (THF) situados ao longo da cadeia de hidrocarboneto e grupos funcionais 
oxigenados como hidroxilas, acetoxilas, cetonas, epóxidos e/ou a presença de duplas ligações 
(ALALI et al., 1999, McLAUGHLIN, 2008). Em uma menor extensão, anéis 
tetrahidropirânicos (THP) e compostos acíclicos também são encontrados (ALALI et al., 
1999, MOGHADAMTOUSI et al., 2015). As ACGs possuem dois farmacóforos, ou seja, a 
“parte” da molécula essencial à atividade desejada: a butirolactona e um ou mais anéis 
tetrahidrofuranos (THF) ou tetrahidropiranos (THP) (SMITH et al., 2014).  
Devido às suas estruturas especiais e extensa atividade biológica, as ACGs têm 
atraído interesse científico significativo nos últimos anos. As ACGs atuam através da 
diminuição dos níveis de ATP ao inibir o complexo I na cadeia de transporte de elétrons nas 
mitocôndrias e inibindo a NADH oxidase do plasma das membranas, principalmente de 
células tumorais, uma vez que essas células precisam de uma alta demanda de ATP. A 
consequência de tal privação de ATP é a apoptose (morte programada das células) (ALALI et 
al., 1999; MOGHADAMTOUSI et al., 2014a; SMITH et al., 2014; ZAFRA-POLO et al., 
1996).  
Dentre as acetogeninas presentes na graviola a anonacina é considerada a mais 
abundante e a mais ativa, com potente atividade citotóxica, antitumoral e inseticida 
(BADRIE; SCHAUSS, 2010; CHAMPY et al., 2005; POTTS et al., 2012; SMITH et al., 
2013). Na graviola, a concentração de anonacina compreende cerca de 70% de uma mistura 
de mais de 30 acetogeninas, a maioria das quais são do tipo mono-THF (CAVÉ et al. 1995, 
                                                             
3 Rapid Eye Movement (Movimento Rápido dos Olhos): fase do sono na qual ocorrem os sonhos mais vívidos. 
4 Metabólitos secundários de bactérias, fungos, plantas e animais. 
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1997 apud McLAUGHLIN, 2008). A anonacina possui dois anéis tetrahidrofurânicos (THF) 
não-adjacentes, tendo uma hidroxila em C-4. A sua estrutura molecular é mostrada na Fig. 2. 
 
 
 
 
Figura 2. Estrutura da anonacina, C35H64O7, PM 596,87846. Fonte: Smith (2015). 
As acetogeninas são classificadas de acordo com as quantidades de anéis 
tetrahidrofurânicos (THF) e de subunidades de γ-lactonas. Elas podem ser mono-THF, bis-
THF adjacentes, bis-THF não adjacentes, as que não possuem anéis THF e as não clássicas, 
acetogeninas que possuem anel tetrahidropirânico. Nas estruturas das acetogeninas pode 
variar o padrão do anel lactônico. Elas são classificas em γ-lactonas substituídas, cetolactonas 
(cis ou trans) ou anel hidroxilado (McLAUGHLIN, 2008; RUPPRECHT et al., 1990). Na 
Fig. 3 são apresentadas, de forma generalizada, as estruturas das diferentes classes de ACGs. 
 
30 
 
 
 
 
 
31 
 
 
 
 
Figura 3. Estruturas dos diferentes tipos de acetogeninas anonáceas (ACGs) Fonte: Smith et 
al. (2014). 
 Os grupos R em LA, LB e LC podem conter 1-3 anéis tetrahidrofurânicos 
(THF) ou um anel tetrahidropirano (THP). Elas também podem conter vários grupos -OH. Os 
grupos R na não-clássica, cetolactona, lactona e a lactona hidroxilado e reduzida são 
variáveis, mas um deles em cada uma das estruturas termina em uma longa cadeia de 
grupamento alquila. O R1 e R2 em EA, EB e EC são cadeias alifáticas que terminam com um 
grupamento metil em uma extremidade e uma lactona na outra extremidade (SMITH et al., 
2014). 
Algumas avaliações de citotoxicidade com relação à estrutura-atividade (SAR) 
biológica já foram estudadas para as acetogeninas anonáceas (CHEN et al., 2013; ; FANG et 
al.,1993; RUPPRECHT et al., 1990). Estes estudos mostraram que: 
 As acetogeninas do tipo bis-THF com anéis adjacentes são as mais potentes, 
seguidas em ordem decrescente de atividade pelas bis-THF não adjacentes, pelas mono-THF 
e, por último, aquelas que não possuem anéis THF. 
 As unidades hidroxila são extremamente importantes para a bioatividade destes 
compostos. A acetilação ou a preparação de outros derivados destes grupos reduzem a 
atividade citotóxica. A redução das carbonilas cetônicas da esquamona resulta em um 
aumento substancial da citotoxicidade. 
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 A subunidade γ-lactona α,β-insaturada é essencial para a atividade citotóxica. 
Redução de ligação dupla diminui a atividade. 
 A estereoquímica da molécula é fundamental para a relação estrutura-atividade. 
A mudança na estereoquímica de um centro assimétrico pode resultar em aumento na 
atividade citotóxica. A asimicina é um bilhão de vezes menos ativa que a bulatacina, devido à 
sua estereoquímica. 
 A presença de dióis vicinais e dupla ligação ao longo da cadeia também 
aumentam a atividade. 
Estudos têm demonstrado que as acetogeninas anonáceas possuem elevada 
atividade antidiabética, anti-hiperlipidêmica, antimalária, anti-helmíntica, antiprotozoária, 
antibacteriana, pesticida, inseticida, moluscicida, antiviral e anticancerígena in vivo (ALALI 
et al., 1999; BADRIE; SCHAUSS, 2010; FLORENCE at al., 2014; McLAUGHLIN, 2008; 
MOGHADAMTOUSI et al., 2015). Por outro lado, alguns estudos têm associado o consumo 
de frutas e chás feitos com as folhas e ramos da Annona muricata, Annona reticulata e 
Annona squamosa na dieta com uma forma atípica de Parkinsonismo (CAPARROS-
LEFEBVRE; ELBAZ, 1999; CHAMPY et al., 2005; ESCOBAR-KHONDIKER et al., 2007).  
1.2.4 Métodos de quantificação 
Frutas e partes de plantas podem ser analisados para ACGs usando cromatografia 
líquida de alta eficiência (HPLC) com detecção UV, ou por espectrometria de massas (MS), 
com ou sem separação dos componentes individuais por cromatografia líquida (LC). LC-
HR/MS é especialmente útil quando se tenta quantificar componentes-traço, como 
acetogeninas. As ACGs são frequentemente extraídas com etanol, embora o cloreto de 
metileno (CH2Cl2) possa extrair selectivamente ACGs de menor polaridade. O acetato de etila 
também pode ser utilizado para extrair ACGs, porém ele também extrai os triglicerídeos, que 
são fortemente retidos em colunas de HPLC de fase reversa, tal como a coluna de C18 
(SMITH et al., 2014). 
As ACGs são cromóforos pobres, dessa forma, elas podem ser tentativamente 
identificadas como qualquer pico em um cromatograma que tem apenas um comprimento de 
onde máximo, ou cerca de 210 nm. No entanto, a detecção a 220 (ou 210) nm não é específico 
para acetogeninas. Assim sendo, o método mais robusto para a quantificação das acetogeninas 
é feito por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de massas 
(HPLC-MS/MS). As determinações estruturais das acetogeninas têm sido facilitadas 
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estudando-se cuidadosamente os fragmentos produzidos durante o impacto de elétrons na 
espectrometria de massa (EI-MS) (SMITH et al., 2014). 
As acetogeninas são cerosas, não cristalizam facilmente, e, portanto, não são 
passíveis de análise cristalográfica de raios-X. Dessa forma, uma combinação de métodos de 
análises de ressonância magnética nuclear (NMR) 1H e 13C evoluiu para ajudar nas 
elucidações estruturais. A NMR 1H tem a mesma sensibilidade para todos os hidrogênios (1H 
isótopos) presentes na amostra. Assim, ela pode ser usada sem padrões para determinar as 
concentrações relativas dos diferentes tipos de hidrogênios em uma amostra. Além disso, a 
NMR 13C pode ser utilizada para determinar quantos diferentes tipos de átomos de carbono 
estão na amostra e para identificar os tipos de compostos que estão presentes (SMITH, 2014). 
Portanto, a RMN é muito útil para analisar extratos de Annona muricata para caracterizar a 
presença do toxicóforo5 γ-lactona α,β-insaturada que está presente nas acetogeninas 
(MACHADO et al., 2015).  
 
1.2.5 Outros compostos bioativos do metabolismo secundário 
Além das acetogeninas anonáceas, diversos compostos do metabolismo 
secundário têm sido reportados em estudos fitoquímicos realizados em folhas de graviola e 
seus extratos (ALALI et al., 1999; BADRIE; SCHAUSS, 2010; EGYDIO, 2009; GLEYE et 
al., 1999; KIM et al., 1998, SIQUEIRA, 2010), como alcalóides, saponinas, terpenóides, 
flavonóides, cumarinas e lactonas, antraquinonas, taninos, cardioglicosídeos, fenóis e 
fitoesteróis (GAVAMUKULYA et al., 2014). A forte presença de compostos fenólicos 
confere potente capacidade antioxidante à folha (BASKAR et al., 2007; NAWWAR et al., 
2012; YANG et al., 2015). Esses constituintes fitoquímicos são considerados essenciais na 
dieta alimentar por possuírem capacidade de prevenir o aparecimento e/ou o progresso de 
patologias oxidativas, além de poder reduzir o risco de doenças como câncer, artrite, diabetes 
e outras doenças causadas pelo envelhecimento (ALMELA et al, 2006; TABART et al, 
2007).  
Nawwar et al. (2012) separaram e identificaram 12 compostos fenólicos a partir 
de um extrato hidroalcoólico (etanol/água 3:1 v/v) de folha de graviola, sendo eles: ácido 
gálico, epicatequina, quercetina 3-O-rutinosídeo, quercetina 3-O-neohesperidosídeo, 
                                                             
5 O grupo toxicofórico é a região da molécula que causa o efeito tóxico. No caso das acetogeninas, o grupamento 
toxicofórico e o farmacofórico compartilham da mesma estrutura química. O grupo farmacofórico é o conjunto 
de características eletrônicas e estéricas que caracterizam um ou mais grupos funcionais ou subunidades 
estruturais, necessários ao melhor reconhecimento molecular pelo receptor e, portanto, para o efeito 
farmacológico desejado (Richards et al., 2014). 
34 
 
 
 
quercetina 3-O-robinosídeo, catequina, ácido clorogênico, argentinina (1-N,N-dimetil-etil-4,6-
dimetoxi-3,8-di-hidroxi-fenantreno), kaempferol 3-O-rutinosídeo, quercetina 3-O-glicosídeo, 
quercetina e kaempferol. Além disso, também isolaram e caracterizaram um novo flavonóide 
triglicosídeo: quercetina 3-O-α-rhamnosil-(1'''' → 6'')-β-soforosídeo.  
Outros compostos fenólicos como a antraquinona emodina e os ácidos 
cafeoilquínico, dicafeoilquínico, feruloilquínico, cinâmico e cafeico também foram 
encontrados na folha de graviola, além dos flavonoides apigenina-6-C-glicosídeo, ácido 
cumárico, daidzeína, galocatequina, genisteína, gliciteína, homoorientina (isoorientina), ácido 
isoferúlico, luteolina 3',7-di-O-glicosídeo, ácido gentísico, ácido cafeico, vitexina, taxifolina 
(+), tangeretina, robinetina (GEORGE et al., 2012, 2014; JIMÉNEZ et al., 2014; MARQUES; 
FARAH, 2009). 
Em relação aos alcalóides, a maioria dos que ocorrem na família Annonaceae é 
derivado dos isoquinolínicos, dentre os quais são encontrados os 
benziltetraidroisoquinolínicos, os bisbenzilisoquinolínicos, as protoberberinas, os 
aporfinóides sensu lato, incluindo aporfínicos sensu strictu, oxoaporfinicos e fenantrenos 
(LEBOEUF et al., 1982 apud EGIDYO, 2009), as cularinas e as isoquinolonas. Poucos 
alcalóides relatados em Annonaceae não são derivados isoquinolínicos, como a eupolauridina, 
a naftiridina, os pirimídicos-β-carbolínicos, os indolosesquiterpenos (CAVÉ, 1985 apud 
EGIDYO, 2009). 
Leboeuf et al. (1981) isolaram de folhas, raízes, caule e cascas de Annona 
muricata L. os alcalóides isoquinolínicos reticulina (alcalóide principal), coclaurina, 
coreximina, atherosperminina, stefarina e os benziltetraidroisoquinolínicos anomurina e 
anomuricina. 
Fofana et al. (2011, 2012) isolaram e caracterizaram, a partir de folhas da graviola 
colhidas na República da Guiné, os alcaloides aporfínicos anonaína, xilopina, isolaurelina,  
asimilobina, remerina e isoboldina e os benziltetraidroisoquinolínicos coclaurina e N-
metilcoclaurina, além do alcalóide oxoaporfínico liriodenina. Os alcalóides asimilobina e 
liriodenina foram encontrados pela primeira vez nesta espécie de planta. 
 As sementes e as folhas da Annona muricata também são reportadas por 
possuírem antioxidantes enzimáticos, incluindo a catalase e a superóxido dismutase; além de 
antioxidantes não enzimáticos, incluindo as vitaminas C e E (tocoferol) (VIJAYAMEENA et 
al., 2013). 
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1.2.6 Aspectos de mercado 
A potente citotoxicidade das acetogeninas indica a potencialidade de inúmeras 
aplicações. O desenvolvimento de produtos comerciais contendo esses compostos utiliza 
misturas naturais de componentes ativos, incorporados em pesticidas, suplementos dietéticos 
e outros. Aplicações bem sucedidas e produtos comerciais incluem um shampoo, altamente 
eficaz no tratamento de infestações de piolhos, pulgas e carrapatos; uma série de pesticidas, 
que protegem as plantas contra uma diversidade de pragas; uma pomada para o tratamento de 
herpes oral (HSV-1) e outras afecções da pele; e um extrato encapsulado (cápsulas contendo 
12,5 mg), denominado ‘Paw Paw Cell-Reg’, que, ministrado 4 vezes por dia,  foi eficaz na 
estabilização de diversos tipos de câncer (mama, pulmão, próstata, linfático, coloretal) em 
pacientes com a doença em estágio avançado, sem promover efeitos colaterais 
(McLAUGHLIN, 2008). Uma patente do produto foi depositada nos EUA pela empresa 
Nature’s Sunshine Products, fabricante do produto (McLAUGHLIN; BENSON, 2003).  
Um shampoo contendo acetogeninas e outros compostos bioativos, feito a base de 
extrato de Paw Paw (Asimina triloba, Annonaceae) padronizado e adicionado de aditivos 
sinérgicos (timol e óleo de malaleuca), foi testado in vitro contra piolhos para determinação 
da concentração ótima, do tempo de tratamento e do modo de administração e dosagem. O 
produto final passou no teste de Draize6 em coelhos para irritação ocular e o produto, 
chamado 'Paw Paw Shampoo Lice Remover', foi submetido a um ensaio clínico em crianças 
em idade escolar, algumas das quais estavam com problemas de infestação com piolhos há 
quase três anos, utilizando sem sucesso produtos ineficazes disponíveis no mercado, a base de 
piretrina. Os resultados demostraram que o shampoo foi 100% eficaz, e um relatório clínico 
foi publicado descrevendo o produto e os resultados do ensaio (CERVEN, 2000 apud 
McLAUGHLIN, 2008). 
Descobertas como estas têm despertado o interesse de empresas que 
comercializam produtos naturais, no Brasil e no exterior, por galhos e folhas da gravioleira, 
alcançando quantidades da ordem de toneladas. Em muitos países as folhas são utilizadas para 
a produção de chá ou são consumidas como suplemento alimentar na forma de cápsulas, com 
esperança no tratamento de câncer (CHEN et al., 2012; HAMIZAH, et al., 2012).  
No Brasil, a maior exploração comercial da graviola se dá pelo uso da fruta como 
matéria-prima para a elaboração de polpas por agroindústrias. Contudo, nos últimos anos, 
algumas empresas brasileiras e estrangeiras vislumbraram as tendências do mercado 
                                                             
6 Teste utilizado para testar cosméticos. Teste de irritação dos olhos. 
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consumidor pelo uso de suplementos alimentares com apelo funcional e têm comercializado a 
folha de graviola desidratada em pó, como as empresas Sunflower, em São Paulo, Tiaraju, no 
Rio Grande do Sul, Amazon Pure, no Ceará, Amazon Produtos, no Amazonas e InkaNat, no 
Peru. Entre os anos de 2008 e 2010, a empresa cearense Amazon Pure beneficiou cerca de 
uma tonelada de folhas por mês e comercializou quase a totalidade de sua produção para os 
EUA e Canadá. As folhas eram vendidas na forma de cápsulas e sachês de chá, conquistando 
os consumidores daqueles países pela alegação de suas propriedades medicinais.  
A tecnologia empregada na obtenção dos produtos é a simples secagem da folha, 
muitas vezes no campo, e a subsequente trituração em moinhos para obtenção do produto em 
pó. Dessa forma, nos produtos comercializados (cápsulas e sachês de chá), os compostos 
bioativos de interesse presentes nas folhas encontram-se misturados a uma grande diversidade 
de compostos e, na grande maioria, suas concentrações não são conhecidas. 
Laboratórios farmacêuticos ainda não conseguiram sintetizar as acetogeninas para 
o registro de patentes visando investir em produção de larga escala de medicamentos com este 
princípio ativo. Isto faz com que o acesso a esses compostos bioativos seja exclusivamente 
por meio das plantas da família das anonáceas. Pelo presente estudo será possível avaliar a 
viabilidade dos processos de extração e do uso dos processos de separação por membranas 
para abrir mercado para as empresas que já beneficiam ou possam vir a beneficiar as folhas da 
gravioleira, pois poderão comercializar produtos de maior valor agregado, por conterem os 
compostos bioativos na forma concentrada e semi-purificada.  
Hoje existe no Ceará, na região do Trairi, um cultivo comercial com uma área 
com 32 mil pés de gravioleira visando principalmente à obtenção de folhas para a produção de 
cápsulas e chás.  
Vale também destacar que a graviola, a pinha, a atemóia e a cherimóia são as 
quatro frutas comercialmente mais conhecidas das anonáceas e são vendidas tanto in natura 
quanto na forma processada. Dessa forma, milhares de quilos de sementes dessas espécies 
comerciais, com suas ricas concentrações de acetogeninas, são descartados durante o 
processamento (SÃO JOSÉ, 2014).  
 
 
 
 
 
37 
 
 
 
1.2.7. Pesquisas sobre as acetogeninas anonáceas 
1.2.7.1. Atividade anticancerígena 
Os estudos sobre as acetogeninas anonáceas se iniciaram com o grupo do 
professor Andre Cavé, na França. Porém, as pesquisas somente avançaram após 1982, com a 
descoberta da primeira acetogenina, a uvaricina, pelo grupo do professor Jack Cole, da 
Universidade do Arizona, nos EUA. Ainda em 1982, extratos de duas espécies de anonáceas, 
Asimina triloba (Paw Paw) e Goniothalamus giganteus, foram testados em ensaios 
antitumorais in vivo e contra pragas agrícolas, obtendo-se excelentes resultados. O 
fracionamento do extrato de Goniothalamus giganteus culminou no isolamento das 
acetogeninas goniothalamicina e anonacina; e ensaios demostraram que a anonacina 
apresentou atividade citotóxica em células cancerígenas e atuou como agente antimalária e 
pesticida. Dessa forma, as acetogeninas foram consideradas uma classe muito promissora de 
compostos naturais e os grupos de pesquisa receberam um grande incentivo e suporte 
financeiro do Instituto Nacional do Câncer dos Estados Unidos (NCI), com o objetivo de 
detectar, isolar e caracterizar moléculas potencialmente “úteis”, ou seja, drogas de alto 
rendimento, encontradas na natureza (McLAUGHLIN, 2008). 
O grupo de pesquisas do professor McLaughlin, da Universidade de Purdue, nos 
EUA, também foi um dos pioneiros nas pesquisas com plantas do gênero Annona e reportou o 
isolamento e a caracterização de mais de 200 novas acetogeninas em seus trabalhos com 14 
diferentes espécies de anonáceas, representando, aproximadamente, a metade das 
acetogeninas descobertas até o ano de 2007 (McLAUGHLIN, 2008). A primeira acetogenina 
isolada pelo grupo, a asimicina, foi ativa contra as células 3PS e L1210 (leucemia murina) e 
muito ativa (com valores de ED50 <10-12 µg/mL) nos testes de citotoxicidade, 
imunossupressão, antimalária, além de apresentar forte atividade pesticida. 
Uma investigação in vitro utilizando extrato aquoso de folha de graviola foi 
realizada contra Haemonchus contortus, um parasita gastrointestinal. O resultado mostrou 
89% e 85 % de toxicidade contra larvas e ovos avaliada por testes de motilidade das larvas e 
eclosão dos ovos. A imobilização dos vermes adultos dentro de 6 a 8 horas de exposição a 
diferentes doses do extrato revelou uma promissora atividade anti-helmíntica das folhas 
(FERREIRA et al., 2013). 
Oberlies et al.(1997) avaliaram 14 acetogeninas (sete bis-THF com anéis 
adjacentes, duas bis-THF com anéis não adjacentes e cinco mono-THF) contra células de 
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adenocarcinoma mamário humano resistente à multidrogas (MCF-7/Adr) para estabelecer sua 
relação estrutura-atividade, reportando que todas demonstraram potentes propriedades 
bloqueadoras de ATP (muitas encontradas somente na graviola). Além disso, 13 das 14 
acetogeninas foram mais potentes contra células MDR de câncer de mama em comparação a 
todas as três drogas utilizadas como padrão de controle (adriamicina, vincristina e 
vimblastina).   
Uma das acetogeninas testadas, a bulatacina, mostrou ser 300 vezes mais potente 
do que o taxol (medicamento usado no tratamento do câncer) contra leucemia murina L1210. 
Estudos com a bulatacina mostraram que, ao comparar linhagens de células normais (wild-
type) e células adriamicina-resistentes, evidenciou-se que as células resistentes foram inibidas 
em doses iguais ou inferiores, ao invés de doses mais elevadas (OBERLIES et al., 1997). A 
IC50 para bulatacina contra a linhagem celular de leucemia P388 (9PS) foi superior a 9,24 × 
10-2 µg/mL, enquanto que contra a linhagem celular P388 / ADR (resistentes à adriamicina), a 
IC50 para bulatacina foi 100 vezes mais baixa, inferior a 9,26 × 10-4 µg/mL. Para a 
adriamicina os valores de IC50 para as linhas de células resistentes foram 10 ou mais vezes 
superiores (McLAUGHLIN, 2008). 
A bulatacina e as demais acetogeninas agem por meio da inibição da produção de 
adenosina trifosfato (ATP), sendo as células MDR mais suscetíveis que suas células parentais. 
Esta é uma importante diferença bioquímica entre as células cancerosas parentais e suas 
descendentes MDR e pode ser explorada no desenvolvimento de drogas complexas de 
acetogeninas que poderiam ser muito eficazes contra tumores resistentes a múltiplas drogas 
(OBERLIES et al., 1997). 
Kim et al. (1998) avaliaram a bioatividade das folhas de graviola, o que conduziu 
ao fracionamento e isolamento de duas acetogeninas, muricoreacina e murihexocina, que 
também mostraram citotoxicidades significativas em seis células tumorais humanas, incluindo 
carcinoma pancreático PACA-2 e linhagens de células de adenocarcinoma da próstata PC-3.  
Outras acetogeninas mostraram intensa atividade contra o adenocarcinoma do 
cólon (intestino grosso), em uma concentração 10.000 vezes menor do que a adriamicina, 
quimioterápico usado para tratamento deste tipo de tumor (ALALI et al., 1999; SMITH et al., 
2014).  
Hamizah et al. (2012) estudaram o potencial quimiopreventivo do extrato 
etanólico das folhas de Annona muricata L. na gênese de papiloma na pele, quimicamente 
induzida em ratos, e concluíram que o mesmo foi capaz de suprimir a iniciação do tumor bem 
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como o seu desenvolvimento, mesmo em menor dosagem. Entre 100 e 300 mg/Kg, os 
extratos inibiram completamente o desenvolvimento do tumor em todos os estágios. 
Gavamukulya et al. (2014) também avaliaram o efeito in vitro do extrato 
etanólico de folhas de graviola sobre as linhagens de células tumorais de câncer de mama 
EACC, MDA e SKBR3, em concentrações variando de 250 até 750 μg/mL por 72 h. Os 
resultados demostraram que o efeito foi seletivamente citotóxico às células cancerígenas, com 
valores de IC50 de 335,85 μg/mL, 248,77 μg/mL, 202,33 μg/mL, respectivamente, ao passo 
que não houve qualquer efeito citotóxico sobre células normais do baço. A atividade 
anticancerígena mínima detectável nessas linhagens celulares (EACC) foi observada nos 
extratos na concentração de 250 μg/mL, com uma inibição de morte celular de 32,9%, tendo 
atingido uma inibição máxima de 100% na concentração de 750 μg/mL. Os dados também 
demostraram que os extratos aquosos não tiveram nenhum efeito anticancerígeno nas 
concentrações testadas. 
Embora Gavamukulya et al. (2014) não tenham encontrado quaisquer efeitos dos 
extratos aquosos sobre as células de carcinoma mamário nas concentrações testadas, Hansra et 
al. (2014) reportaram que uma mulher de 66 anos de idade com câncer de mama metastático 
teve a doença estabilizada pelo consumo das folhas fervidas em água associado ao 
medicamento Xeloda®. 
Após determinar a segurança do extrato de Paw Paw padronizado para 
administração oral em forma de cápsulas (12,5 mg/cápsula a ser administrada quatro vezes ao 
dia), McLaughlin e colaboradores desenvolveram um suplemento dietético para testes em 
pacientes humanos com câncer terminal. Os resultados apontaram que as cápsulas Paw Paw, 
denominadas Paw Paw Cell-Reg®, estabilizaram a doença em um número de pacientes com 
câncer de mama, pulmão, próstata, linfático e colorretal avançados, assim como com 
macroglobulinemia de Waldenstrom. Além disso, os pacientes não mostraram anormalidades 
no fígado, rim, eletrólitos, no açúcar do sangue ou nas funções da medula óssea (HORNE, 
2003 apud McLAUGHLIN, 2008). 
1.2.7.2. Atividade antioxidante 
Acetogeninas e frações ricas nesses compostos obtidas de extratos de sementes e 
folhas de espécies do gênero Annona têm sido reportadas por apresentarem elevada 
capacidade antioxidante (BASKAR et al., 2007; FERELLI; NEPOMUCENO, 2005; LIMA et 
al., 2010; LUZIA; JORGE, 2013; ROESLER et al., 2006). Lima et al. (2010) avaliaram a 
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atividade antioxidante de extratos etanólicos, de frações e de acetogeninas isoladas de 
sementes de Annona cornifolia A. St.-Hil, reportando que as acetogeninas apresentaram forte 
atividade frente ao radical DPPH, similar aos valores encontrados para o ácido ascórbico, 
como pode ser observado na Tabela 1. 
 
Tabela 1. Valores de IC50 das atividades de captura do radical DPPH do extrato, frações e 
acetogeninas puras de Annona cornifolia A. St.-Hil. e compostos de referência. 
Extratos, frações e 
acetogeninas 
IC50*  
(µg/mL) 
 Extratos, frações e 
acetogeninas 
IC50*  
(µg/mL) 
Extrato etanólico (F01) 33,9±6,26  Squamocina L (5) 1,29±0,25 
Fração hexano (F02) 1104,0±31,5  Folianina B (6) 1,54±0,37 
Fração clorofórmio (F03) 14,7±3,05  Anofolina (7) 1,12±0,16 
G-6 (da F02) 26,6±4,10  Isolongimicina B (8) 1,66±0,33 
G-9 (da F02) 36,4±8,71  Bulatacina (9) 1,29±0,23 
G-11 (da F02) 22,8±3,80  Asimicina (10) 0,99±0,18 
G-7 (da F03) 24,2±4,32  Cornifolina (11) 1,36±0,29 
9-Hidroxyfolianina (1) 1,23±0,21  Anotacina (12) 1,76±0,42 
4-Desoxilongimicina B 
(2) 
1,95±0,34  BHT 16,36±3,63 
Folianina (3) 1,95±0,34  Ácido ascórbico 1,62±0,35 
Squamocina M (4) 1,73±0,39  Butenolida 2,21±0,43 
 * Valores representam a média ± desvio padrão de determinações em triplicata. Adaptado de 
Lima et al. (2010). IC50: quantidade de amostra necessária para reduzir em 50% a concentração 
inicial do radical DPPH.  
  
Segundo Wagner et al. (2008), a atividade das acetogeninas frente o radical livre 
DPPH pode estar relacionada com a unidade do anel lactona ,-insaturada presente na sua 
estrutura molecular, também presente no ácido ascórbico (AA) e na butenolida. O mecanismo 
antioxidante intracelular proposto para o AA estabelece uma reação da base conjugada AH 
(forma sob a qual a estrutura enediol do AA existe, a pH fisiológico) como um doador de um 
elétron na captura de radicais livres, transformando-se em um radical ascorbila AH- (AH- + X 
 AH + X-). Este radical desprotona a A-, que é altamente estabilizado através da 
deslocalização de elétrons. No entanto, ainda de acordo com o autor, o mecanismo de ação in 
vitro do AA deve ser mais parecido com o da peroxidação lipídica, em que hidrogênios 
alílicos estão envolvidos. As acetogeninas devem atuar da mesma maneira, uma vez que elas 
também possuem hidrogênios alílicos, assim como a estabilização através da deslocalização 
de elétrons na unidade do anel lactona ,-insaturada. Uma pequena evidência para apoiar 
essas observações é a ascorbigen, que ocorre naturalmente nas hortaliças Brássicas, e contém 
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grupos hidroxila ligados a um anel lactona saturada. Este composto exibiu muito pouca 
atividade sequestradora de radicais livres frente ao DPPH. 
1.2.7.3. Atividade citotóxica 
Champy et al. (2004) determinaram a concentração de anonacina em infusões e 
decocções feitas a partir de 2,5 g de folhas de graviola infundidas/fervidas por 10 min em 250 
ml H2O utilizando um extrato metanólico (100 g/L) para determinar o rendimento dos extratos 
aquosos em MALDI-MS e encontrando valores de 56±22 mg/kg, 56±14 mg/kg e 318 mg/kg, 
respectivamente. A comparação entre os extratos indicou que, apesar da sua hidrofobicidade, 
quase 20% do total de anonacina extraída com metanol foram recuperados nas preparações 
aquosas. Embora as acetogeninas sejam lipofílicas e praticamente insolúveis em água, essa 
porcentagem de recuperação de anonacina se deve provavelmente a altas concentrações de 
detergentes naturais encontrados nas folhas e frutas, como ácidos graxos glicosídeos 
(RICHARDS et al., 2010), podendo formar micelas e solubilizar compostos lipofílicos.  
 Em suas pesquisas sobre os casos de Mal de Parkinson atípico nas ilhas de 
Guadalupe, no Caribe, Champy et al. (2005) quantificaram os teores de anonacina na fruta e 
em produtos comerciais a base de graviola, tendo encontrado concentrações médias de 15 mg 
de anonacina na fruta, 36 mg em uma lata de néctar comercial e 140 μg em uma xícara de 
infusão ou decocção. No estudo, estimou-se que um adulto que tenha consumido uma fruta ou 
uma lata de néctar de graviola por dia teria ingerido em um ano a quantidade de anonacina 
necessária para induzir lesões cerebrais em ratos que receberam anonacina purificada via 
infusão intravenosa.  
Lannuzel et al. (2006) afirmam que, embora a fruta também contenha alcalóides 
que são tóxicos in vitro para os neurônios dopaminérgicos, a anonacina mostrou ser tóxica em 
concentrações nanomolares, ao passo que para os alcalóides foram necessárias concentrações 
micromolares. Em outro estudo, Lannuzel et al. (2008) reportaram que a administração 
crônica de anonacina em ratos mostrou que esta é capaz de reproduzir as lesões características 
encontradas nos cérebros dos seres humanos com Parkinsonismo atípico. 
  
1.2.7.4. O uso de extratos 
A complexidade fitoquímica dos extratos de plantas pode oferecer benefícios de 
promoção da saúde, incluindo efeitos quimioterápicos e quimiopreventivos. O isolamento da 
"fração mais ativa" ou de componentes individuais dos extratos pode não só comprometer a 
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eficácia terapêutica, mas também causar toxicidade, enfatizando, assim, a importância de 
preservar a composição natural de todo o extrato (YANG et al., 2015). 
Em suas pesquisas, Yang et al. (2015) demonstraram sinergia fitoquímica entre os 
constituintes do extrato de folha de gravioleira “integral” (EFGI) em comparação às suas 
frações enriquecidas em flavonóides (FEF) e frações enriquecidas em acetogeninas (FEA). A 
quantificação comparativa de flavonóides revelou enriquecimento de rutina (~ 7 vezes) e 
quercetina-3-glucosídeo (~ 3 vezes) na FEF em relação ao EFGI. A farmacocinética in vivo e 
a absorção cinética in vitro dos flavonóides revelaram aumento da biodisponibilidade de 
rutina na FEF em relação ao EFGI. No entanto, o EFGI foi mais eficaz em inibir a 
proliferação do câncer de próstata in vitro, a viabilidade e a capacidade clonogênica em 
comparação com a FEF. A administração oral de 100 mg/Kg de peso corporal do EFGI 
mostrou ser  ~ 1,2 vezes mais eficaz na inibição de crescimento do tumor do que a FEF em 
xenoenxertos de tumores da próstata humana, embora as concentrações de rutina e quercetina-
3-glucosídeo terem sido maiores na FEF. Contrariamente, a FEA, apesar de sua eficácia 
superior in vitro e in vivo, resultou na morte dos ratos devido à toxicidade. O estudo também 
indicou que, apesar de uma menor absorção e biodisponibilidade da rutina, a eficácia máxima 
foi alcançada com o EFGI, que compreende também outros grupos fitoquímicos incluindo as 
acetogeninas que compõem o seu complexo ambiente natural. Portanto, o estudo enfatiza a 
importância da avaliação da natureza das interações entre os compostos fitoquímicos da folha 
de graviola para o desenvolvimento de dieta com a dose favorável para a gestão do câncer de 
próstata de modo a atingir o benefício terapêutico ótimo. 
1.3 A indústria de fitoterápicos 
Em 2011, o faturamento da indústria farmacêutica brasileira apresentou elevação 
de 18,7% em relação ao ano anterior, atingindo R$ 44 bilhões. Em 2012, cresceu em torno de 
12%, chegando a R$ 49 bilhões. Segundo a Abifisa (Associação Brasileira das Empresas do 
Setor Fitoterápico, Suplemento Alimentar e de Promoção da Saúde), o setor de medicamentos 
fitoterápicos acompanhou o movimento da indústria farmacêutica como um todo e também 
cresceu ao redor de 12% em 2012, mantendo a elevação das vendas dos últimos anos. 
Contudo, vale observar que o resultado de 2012 ocorreu sobre uma base elevada, pois, entre 
2011 e 2012, o crescimento das vendas de fitoterápicos superou 25% (FITOTERÁPICOS, 
2013). 
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A parcela dos fitoterápicos no Brasil equivale a pouco mais de R$ 1 bilhão (cerca 
de 3% do mercado farmacêutico nacional), de um total de R$ 67 bilhões em vendas globais 
em 2014. Neste ano o mercado brasileiro de medicamentos cresceu 13,3%, segundo 
levantamento do Grupo FarmaBrasil; entretanto as vendas de fitoterápicos avançaram apenas 
1,3%. O medicamento mais vendido dessa categoria foi o Tamarine®, um laxante do 
laboratório Framasa, com R$ 62,8 milhões (LEI, 2015).  
 
1.4 A legislação de fitoterápicos 
Após longos debates entre associações representativas setoriais e a Agência 
Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), foi finalizado o novo marco regulatório de 
fitoterápicos e, em 2014, foi publicada a RDC 26/14 estabelecendo as regras para registro do 
produto. Duas categorias foram definidas: medicamentos fitoterápicos (MF), que são aqueles 
cuja segurança e eficácia estão baseadas em evidências clínicas; e a de produto tradicional 
fitoterápico (PTF), com segurança e efetividade fundamentadas na tradicionalidade de uso por 
período mínimo de 30 anos, concebidos para ser utilizados sem necessidade de supervisão 
médica, em condições clínicas brandas (BRASIL, 2014). 
Segundo a ANVISA, é denominado fitoterápico o produto obtido de matéria-
prima ativa vegetal, exceto substâncias isoladas, com finalidade profilática, curativa ou 
paliativa, incluindo medicamento fitoterápico e produto tradicional fitoterápico, podendo ser 
simples, quando o ativo é proveniente de uma única espécie vegetal medicinal, ou composto, 
quando o ativo é proveniente de mais de uma espécie vegetal (ANVISA, 2014). 
1.5 Processos de extração e concentração de compostos naturais 
A extração é uma das operações unitárias mais empregadas na indústria química 
de produtos naturais, sendo usada principalmente para obtenção dos compostos desejados 
retidos na matriz vegetal (MOURE et al., 2001; PINELO et al., 2006). A técnica de extração 
empregada na obtenção de extratos de produtos naturais influencia diretamente em sua 
qualidade e sua composição final. O procedimento de extração é determinado pela família de 
compostos a ser extraída, e se o objetivo é quantitativo ou qualitativo. Técnicas convencionais 
de extração com o uso de solventes orgânicos, como maceração, sonicação e Soxhlet, são 
comumente aplicadas nas áreas química e farmacêutica para a obtenção de extratos, e podem 
utilizar uma ampla variedade de solventes orgânicos. Entretanto, a recuperação desses 
compostos naturais por extração com solventes orgânicos convencionais (como hexano, 
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acetato de etila, metanol, acetona, clorofórmio e éter, entre outros) tem muitos inconvenientes, 
como problemas associados à toxicicidade e ao alto consumo energético, devido à 
necessidade de eliminação total do solvente. Portanto, nos últimos anos, tornou-se essencial o 
estudo da utilização de técnicas menos agressivas e eficientes para extrair, purificar e/ou 
concentrar esses compostos (LI; CHASE, 2010). 
A etapa de recuperação do solvente após a extração é cada vez mais importante 
devido a questões econômicas, a problemas relacionados à segurança ambiental e, 
principalmente, à toxicidade, pela possibilidade de haver resíduo de solvente no produto final. 
Dessa forma, o uso de solventes de baixa toxicidade e considerados “verdes” e seguros (GRAS 
– Generally Recognized As Safe), como os álcoois isopropanol e etanol e o dióxido de 
carbono supercrítico, tem aumentado devido a estas questões (BISCAIA, 2007; CAMPOS, 
2005; DÍAZ-REINOSO et al., 2006; LI et al., 2004; MEZZOMO, 2008). 
É importante salientar que a competitividade da área de produtos naturais sinaliza 
uma tendência para o emprego de técnicas modernas de extração e concentração. Muitas vezes, 
a concentração de compostos ativos arrastados para a solução extrativa não é suficiente para a 
obtenção do efeito desejado, ou fora obtido com solvente de elevada toxicidade, tornando-se 
imprescindível o processo de remoção do solvente de modo a concentrar os ativos do extrato e 
eliminar o risco de intoxicação.  
1.5.1 Extração assistida por ultrassom  
A extração por refluxo de compostos bioativos de materiais vegetais é uma 
técnica tradicional aplicada em muitos processos industriais, particularmente na indústria 
farmacêutica. Contudo, esse tipo de extração requer muito tempo e tem baixa eficiência. Além 
disso, muitos produtos naturais são termicamente instáveis e podem se degradar durante a 
extração térmica. O método ideal de extração deve obter o máximo rendimento em menor 
tempo e com menor custo. A extração assistida por ultrassom permite que o solvente penetre a 
parede celular, e as bolhas produzidas pela cavitação acústica ajudem na sua ruptura, 
liberando os ingredientes ativos. Este método tem sido aplicado na extração de muitos 
constituintes químicos a partir de diferentes fontes vegetais (ALBU et al., 2004; DONG et al., 
2010; LI et al., 2004; LI et al. 2005; MA et al., 2008; WU et al., 2001; ZHAO et al., 2007), 
indicando que é um método altamente eficiente, que requer baixo custo energético; além de 
reduzido consumo de solvente e de tempo. 
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Entre os métodos de extração, o processo assistido por ultrassom emergiu como 
sendo uma técnica simples e barata, com boa reprodutibilidade e elevado potencial de 
aumento de escala.  Além disso, permite o uso de diferentes solventes, baixas temperaturas de 
extração e não apresenta restrições quanto à polaridade do composto de interesse e da 
umidade da matriz (GHITESCU et al., 2015; RASTOGI, 2011; WANG et al., 2011). A 
eficiência do ultrassom em relação aos métodos de extração convencionais é atribuída ao 
efeito de cavitação, que facilita a libertação de compostos extraíveis e aumenta o transporte de 
massa por difusão ou por ruptura das paredes das células vegetais (CHEMAT et al., 2011; 
ESCLAPEZ et al., 2011; LUQUE DE CASTRO et al., 2011; LUQUE-GARCÍA; LUQUE DE 
CASTRO, 2003; RODRIGUEZ-ROJO et al., 2012). Porém, como a maioria dos métodos 
convencionais de extração, uma das desvantagens deste método é que não se obtém extratos 
livres de solvente, e uma etapa subsequente de concentração é necessária após a extração. 
 A tecnologia de ultrassom tem sido reconhecida por sua potencial aplicação na 
indústria de extração de fito-fármacos para uma ampla gama de extratos naturais.  
A gama de frequências audíveis varia entre 16 Hz e 18 kHz. Já as ondas 
ultrassônicas referem-se às ondas sonoras com uma frequência maior do que a gama audível 
para os seres humanos. A menor frequência ultrassônica é geralmente tomada como 20 kHz 
(WANG; WELLER, 2006). O limite superior de frequências de ultrassom não é claramente 
definido, mas é geralmente considerado como sendo de 5 MHz, para propagação em gases e 
500 MHz para líquidos e sólidos (POVEY; MASON, 1998). A Figura 4 apresenta os 
intervalos de frequência para cada classificação das ondas sonoras. 
 
Figura 4. Intervalos de frequência das ondas sonoras. Fonte: Adaptado de Povey; 
Mason (1998). 
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As aplicações de ondas ultrassônicas podem ser divididas, a grosso modo, em 
duas categorias: ultrassom de baixa intensidade e de alta intensidade. A primeira categoria 
envolve ondas de baixa amplitude, alta frequência e baixo consumo de energia. Utiliza 
frequências muito elevadas, variando de 2 a 20 MHz, com intensidades sonoras baixas, 
variando de 100 mW/cm² a 1 W/cm2. A segunda categoria, ultrassom de alta potência sonora 
ou ultrassom de alta intensidade, utiliza frequências mais baixas (tipicamente de 20 a 100 
kHz) e produz intensidades sonoras de aproximadamente 10 a 1000 W/cm2, com amplitudes 
que variam cerca de 5 a 50 m.s-1 (McCLEMENTS, 1995).  
 
1.5.2 Extração acelerada com solvente (ASE) 
 
A ASE, também chamada de extração com líquido pressurizado (PLE), é uma técnica 
de extração realizada a elevada temperatura e pressão, na qual as amostras são colocadas em 
uma célula, que por sua vez é preenchida pelo solvente pressurizado, enquanto o sistema é 
mantido sob aquecimento (CARABIAS-MARTÍNEZ et al., 2005). O aumento na temperatura 
promove maior solubilidade dos analitos, diminui a viscosidade do solvente (permitindo 
melhor penetração na amostra), e também auxilia no rompimento de interações de van der 
waals, ligações de hidrogênio e interação dipolo-dipolo, responsáveis pela ligação do analito à 
matriz. A pressão elevada é responsável por manter o solvente no estado líquido mesmo em 
temperaturas acima do seu ponto de ebulição (RICHTER et al., 1996). Esses fatores permitem 
maior reprodutibilidade, eficiência, rapidez e menor volume de solvente frente às técnicas 
convencionais de extração (RICHARDS, et al., 2014; CAI et al., 2016). 
1.5.3 Processos de separação e concentração por tecnologia de membranas 
O uso de tecnologias limpas, ou seja, de novos processos industriais ou alterações 
em processos já existentes com o objetivo de reduzir o consumo de matérias-primas, o 
consumo energético, os impactos ambientais e o desperdício tem sido cada vez mais exigido e 
valorizado pelo mercado consumidor dos produtos finais. 
Ao longo dos últimos 30 anos, as membranas começaram a ser utilizadas em 
vários processos industriais como agentes de separação de compostos. Sua aplicabilidade tem 
aumentado com o tempo, sendo atualmente utilizadas em diversas áreas. Os processos de 
membranas conhecidos, com considerável desenvolvimento em muitos setores (indústria 
alimentícia, química, biotecnológica e de tratamento de esgotos), permitem a clarificação e a 
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estabilização microbiana (MATTA et al., 2004); a concentração de produtos e subprodutos de 
valor comercial, como sucos e extratos vegetais (CONIDI et al., 2011; DE PAULA et al., 
2004; HABERT et al., 2006; LI; CHASE, 2010; TYLKOWSKI et al., 2010); a purificação e a 
dessalinização da água; a separação de corantes e açúcares (CISSÉ et al., 2011; FENG et al., 
2009; GOULAS et al., 2002; KUHN et al., 2011; MACHADO et al., 2016; TSUI; 
CHERYAN, 2007); a recuperação de compostos de alto valor agregado de resíduos 
agroindustriais (CISSÉ et al., 2011; CONIDI et al., 2012; CRUZ et al., 2013; LI; CHASE, 
2010; MURAKAMI, 2011; PINTO et al., 2014; PRUDÊNCIO et al., 2012; RABELO et al., 
2016); entre outras aplicações. 
Esses processos se baseiam no princípio de que componentes de misturas líquidas 
ou gasosas, de acordo com suas características moleculares, permeiam seletivamente através 
de uma membrana, movidos por uma força motriz que varia segundo os diferentes processos. 
Estes geralmente ocorrem à temperatura ambiente, trazendo como vantagens o baixo custo 
energético, a preservação de compostos termossensíveis, a seletividade do meio filtrante e o 
fácil escalonamento, por se tratarem de sistemas modulares. Além disso, dependendo da 
seletividade da membrana utilizada, é possível fracionar ou concentrar diferentes compostos. 
Nestes processos são geradas duas frações: a fração retida pela membrana (retido) e a fração 
que permeia pela mesma (permeado) (Figura 5) (HABERT et al., 2006; MULDER, 1996; 
RAMOS, 2008). 
 
Figura 5. Representação esquemática de um processo de filtração por membrana, com 
fracionamento da corrente de alimentação em uma de permeado e outra de retido.  
M
O
R
AES, I. V. M
. 
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Quando comparada aos processos convencionais de concentração, a tecnologia de 
membranas figura como uma opção para minimizar os efeitos adversos do calor. Em geral, o 
processo não envolve mudança de fase, nem a necessidade de utilização de temperaturas 
elevadas, garantindo a manutenção das características sensoriais e nutricionais do produto, 
além de operar com um menor consumo de energia. Além disso, dependendo da seletividade 
da membrana utilizada, é possível fracionar ou concentrar diferentes compostos (GOMES, 
2009). 
A diferença entre os processos de separação com membranas decorre do tamanho 
das partículas ou moléculas a serem separadas (Fig. 6). Da microfiltração para a nanofiltração 
este tamanho diminui e, portanto, o tamanho dos poros da membrana utilizada deve ser 
menor. Com isso, a resistência à transferência de massa oferecida pela membrana é maior e, 
consequentemente, aumenta a diferença de pressão aplicada à membrana, necessária à 
permeação (MULDER, 1996). 
 
Figura 6. Classificação dos Processos de Separação por Membranas. 
Fonte: HABERT et al. (2006). 
 
Dentre os processos de separação por membranas, a microfiltração e a 
ultrafiltração são os processos mais próximos à filtração clássica. As membranas utilizadas 
nestes processos são porosas e sua seletividade é determinada a partir da relação entre o 
tamanho e a forma dos solutos a serem fracionados e à distribuição de tamanho dos poros 
existentes na superfície das mesmas, agindo, portanto, como uma peneira molecular. O 
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transporte entre os lados da membrana ocorre pelos poros, por um mecanismo convectivo. O 
fluxo de permeado é diretamente proporcional à diferença de pressão aplicada à membrana, 
como pode ser visualizado na Equação 1 (HABERT et al., 2006; MULDER, 1996).  
 
J = 𝐿𝑝.
∆𝑃
𝑒
          Equação [1] 
Onde: J é o fluxo de permeado, Lp é a permeabilidade, P é a pressão 
transmembrana e e é a espessura da membrana. A pressão transmembrana é definida como a 
diferença entre média aritmética das pressões de entrada e saída do módulo e a pressão da 
corrente de permeado, que em geral é a pressão atmosférica. 
Nos processos de microfiltração e ultrafiltração, onde são utilizadas membranas 
porosas, a seletividade da membrana está diretamente associada à relação entre o tamanho das 
espécies presentes e o tamanho dos poros da membrana (HABERT et al., 2006). 
A microfiltração (MF) envolve a separação de um grande número de 
macromoléculas e sólidos em suspensão em uma faixa de 0,02 a 2 µm. Exemplos de materiais 
retidos na MF são amido, pectina, gomas, bactérias, fungos e leveduras. Já na ultrafiltração 
(UF) as membranas retêm partículas cujo diâmetro varia entre 1 a 100 nm. Porém, quando se 
trata da separação de macromoléculas, a unidade mais utilizada para a massa molar de corte é 
o Dalton (Da). A ultrafiltração tem a capacidade de reter bactérias, emulsões água-óleo, 
polímeros, pigmentos, vírus, proteínas e polissacarídeos (PABBY et al., 2015). 
A nanofiltração (NF) define um processo de separação com membranas situando-
se entre o limite superior da osmose inversa (OI) e o limite inferior da ultrafiltração (UF) 
(Habert et al., 2006). Como na OI, o mecanismo de transferência de massa na nanofiltração é 
a difusão. A NF é caracterizada, normalmente, pelas separações de sais divalentes e solutos 
orgânicos de massa molar média entre 500 Da e 2000 Da, apresentando seletividade 
intermediária entre a UF e a OI. Os sistemas de NF, de modo geral, requerem pressões de 
operação entre 5 e 25 bar, bastante inferiores às solicitadas na OI (RAMOS, 2008).  
A principal desvantagem dos processos que utilizam membranas porosas é a 
diminuição do fluxo de permeado em consequência de fatores como: polarização da 
concentração, formação da camada gel, adsorção e entupimento dos poros da membrana 
(fouling). Alterações nos parâmetros de processo como: pressão transmembrana, velocidade 
tangencial e temperatura; e a utilização de pré-tratamentos que promovam a diminuição de 
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sólidos em suspensão na alimentação, tais como centrifugação, tratamento enzimático e uso 
de ultrassom podem minimizar esses fatores (CRUZ, 2008; MATTA et al., 2004; 
VAILLANT et al., 1999).  
Nos últimos anos, a NF vem se destacando como ótima opção para separar 
compostos de massa molecular menores que 1000 Da (1000 g/mol), com custo reduzido e 
baixas temperaturas de operação, sendo excelente alternativa para concentrar compostos 
bioativos de produtos naturais, os quais são, em sua maioria, termossensíveis. Neste sentido, 
pesquisas têm sido conduzidas com o propósito de avaliar esta tecnologia na recuperação e 
concentração de compostos bioativos de matrizes vegetais.  
Patil et al. (2007) avaliaram a obtenção de um concentrado de antocianinas a 
partir da casca de rabanete pelos processos de UF, OI, destilação osmótica e suas 
combinações. O extrato inicial foi concentrado 25 vezes (1 a 26 ºBrix), sendo o mesmo fator 
de concentração atingido com as antocianinas, cuja concentração passou de 40 mg/100 mL 
para 980 mg/100 mL. 
Machado et al. (2013) avaliaram a concentração de extratos aquosos e alcoólicos 
(95% etanol) de pequi por NF,  utilizando a membrana NF-90 DOW (massa molar de corte de 
200-300 Da), e observaram uma alta eficiência na retenção de polifenóis e carotenóides nos 
extratos aquosos, em torno de 100% e 97%, respectivamente; ao passo que a rejeição para os 
extratos alcoólicos foi baixa, em torno de 15% e 10%, respectivamente. 
Esse comportamento também foi verificado por Pinto et al. (2014) em extratos 
hidroalcoólicos (52% e 80% EtOH) obtidos a partir de cascas de eucalipto. Os autores 
trabalharam com membrana de poliamida e concluíram que os poros dessas membranas foram 
melhor solvatados pela água do que pelo etanol. Dessa forma, o aumento na porcentagem de 
etanol promoveu um alargamento do poro, resultando em um menor obstáculo para o 
transporte de ácidos fenólicos, o que provocou, por sua vez, uma menor retenção destes 
compostos em 80% de EtOH do que em 52% de EtOH.  
Machado, M. et al. (2015) avaliaram a concentração de extrato aquoso de pequi 
pelos processos de UF e NF com o objetivo de obter um produto natural rico em carotenóides 
e polifenóis com elevada capacidade antioxidante. A membrana de UF (US100, Microdyn-
NADIR) e as duas membranas de NF (NF90 e NF270, Filmtec, Dow Chemical Company) 
apresentaram coeficientes de rejeição de 98%, 100% e 100% de carotenoides; e de 65%, 94% 
e 97% para fenólicos totais, respectivamente. Os carotenoides e polifenóis apresentaram 
aumento de 50 e 30% no extrato concentrado, respectivamente.  
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Tsui; Cheryan (2007) avaliaram o processo de NF utilizando membranas com 
massa molecular de corte (MWCO) de 200 Da e 300 Da para a concentração de xantofilas 
(luteína e zaexantina) de extrato hidroalcoólico (85% etanol) de milho e obtiveram 
coeficientes de rejeição em torno de 98%, nas duas membranas utilizadas. 
Chiu et al. (2009) avaliaram a concentração de carotenóides de óleo de palma pelo 
processo de NF utilizando membrana com MWCO de 200 Da e obtiveram rejeição de 75% de 
-caroteno. Conidi et al. (2011) concentraram suco de bergamota (Citrus bergamia Risso) e 
obtiveram 2% e 84% de retenção de compostos fenólicos por UF (MWCO 100 KDa) e NF 
(MWCO 450 Da), respectivamente. 
Mello et al. (2010) concentraram extrato de própolis por NF como opção à 
concentração convencional por calor, obtendo para os extratos aquosos retenções em torno de 
94% para os compostos fenólicos e 99% para os flavonoides, e 53% e 90%, respectivamente, 
para os extratos etanólicos.  
Tylkowski et al. (2010) também analisaram a concentração de extrato de própolis 
alcoólico (70% etanol) por NF utilizando membranas de massa molecular de corte de 200 Da 
e 220 Da obtendo 95% e 88% de retenção de compostos fenólicos, respectivamente.  
Tylkowski et al. (2011) e Peshev et al. (2010) utilizando membrana de NF com 
massa molecular de corte de 200 Da concentraram polifenóis de extratos alcoólicos (99% 
etanol) de Sideritis ssp. L. e de alecrim, respectivamente, obtendo rejeição destes compostos 
em torno de 99%. 
Conidi et al. (2012) avaliaram o potencial do uso de membranas de NF com 
diferentes MWCO (180, 300, 400 e 1000 Da) e diferentes materiais poliméricos (poliamida, 
poliamida piperazina e polietersulfona) na separação e concentração de flavonóides, 
antocianinas e açúcares do licor oriundo da prensagem da casca de laranja após a extração do 
suco; e reportaram que as membranas avaliadas apresentaram elevadas rejeições para 
antocianinas (entre 89% e 96%) e flavonóides (entre 70% e 95,4%). Os açúcares foram 
fracamente retidos (22,8%) pela membrana NFPES10 (1000 Da) e fortemente retidos pela 
membrana NF70 (180 Da). 
Cissé et al. (2011) utilizaram UF e NF para concentrar um extrato de antocianinas 
de roselle (Hibiscus sabdariffa L.) e concluíram que os processos são bastante promissores 
para produzir, a baixas temperaturas, um extrato concentrado. De acordo com os resultados, 
os autores concluíram que todas as membranas testadas com MWCO igual ou inferior a 20 
KDa se mostraram eficazes para concentrar as antocianinas do extrato. Sob pressão de 3 MPa 
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as membranas de UF testadas com MWCO variando de 1 a 20 kDa retiveram acima de 80% 
das antocianinas. As membranas de NF apresentaram valores de retenção acima de 95%. 
Rabelo et al. (2016) testaram três membranas de NF (NF-270, DK e DL) para 
concentrar fenólicos a partir de extratos alcoólicos (50% e 75% de etanol) de resíduos de 
alcachofra da indústria de enlatados. Os maiores fluxos de permeado com a maior retenção de 
fenólicos foram obtidos com os extratos contendo 50% de etanol, com retenção acima de 95% 
de ácido clorogênico. Para ambos os extratos houve um aumento de cerca de 30% na 
concentração de ácido clorogênico no concentrado em relação à alimentação. Os autores 
observaram, também, que a maior concentração de etanol no extrato reduziu o fluxo de 
permeado e, consequentemente, aumentou o tempo de processo. 
Alles et al. (2015) utilizaram membranas para concentrar e purificar 
frutooligosacarídeos (FOS) de yacon (Smallanthus sonchifolius) combinando os processos de 
UF e NF. Após a UF, 63,7 % dos sacarídeos do extrato inicial foram recuperados no 
permeado. O rendimento de sacarídeos totais no extrato final após a combinação de UF e NF 
foi de 50,9 % e de FOS foi 51,8 %, com 19,7 % de pureza. 
A utilização de membranas de nanofiltração para concentração de fenólicos 
apresenta fluxos de permeado mais elevados do que a osmose inversa e retenções maiores do 
que a ultrafiltração (CONIDI et al., 2012). Uma vez que os compostos de interesse da folha de 
graviola (fenólicos, acetogeninas e alcaloides) possuem massa molar entre 200 e 800 g/mol, 
esta tecnologia permite a concentração a temperaturas brandas, não envolvendo uma mudança 
de fase; preserva a atividade biológica dos compostos; e permite a reciclagem do solvente, 
capturando o permeado, o qual pode ser reutilizado em outras extrações que permitem um 
processo sustentável de extração e concentração (RABELO et al., 2016). 
Dentro do exposto, este estudo tem como objetivo avaliar o potencial do processo 
sequencial baseado no uso de extração assistida por ultrassom e tecnologia de membranas 
para a recuperação de compostos bioativos presentes na folha da gravioleira. 
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Extração assistida por ultrassom de compostos bioativos da folha da gravioleira 
(Annona muricata L.)  
Ingrid Vieira Machado de Moraesa*, Júlia Alves de Lima Pereirab, Paulo Riceli Vasconcelos 
Ribeiroa, Edy Sousa de Britoa, Kirley Marques Canutoa, Guilherme Julião Zocoloa, Robert E. 
Smithc, Flávio Luis Schmidtb 
Resumo 
A gravioleira (Annona muricata L.) pertence à família das Anonáceas e seu fruto e demais 
partes da planta, como folhas, sementes e cascas do caule, tem um histórico e tradicional uso 
na medicina popular. Neste trabalho foi realizado um estudo de otimização da extração de 
compostos bioativos da folha gravioleira utilizando etanol como solvente extrator, 
empregando-se as extrações assistida por ultrassom e convencional sólido-líquido. As 
intensidades de ultrassom utilizadas foram 120 W/cm2, 301 W/cm2 e 603 W/cm2. Um 
delineamento fatorial fracionado 24-1 foi realizado para seleção de variáveis e definição das 
faixas de estudo. As variáveis independentes avaliadas foram: (I) temperatura, (II) potência de 
ultrassom, (III) concentração de etanol e (IV) proporção de solvente/folha.  As respostas 
avaliadas foram: concentração de compostos fenólicos totais (FT), concentração da 
acetogenina anonacina (An) e capacidade antioxidante total (CA) medida pelas metodologias 
ABTS•+ e ORAC. Das variáveis avaliadas somente duas apresentaram efeito significativo (I e 
III), partindo-se para a realização de um Delineamento Composto Central Rotacional 
(DCCR), fatorial 22. A extração foi otimizada para as respostas FT, CA e An.  Extrações 
aquosas por infusão foram feitas para comparação dos resultados. As condições que 
resultaram na maior extração de FT e An foram: concentração de etanol em torno de 50%, e 
temperatura em torno de 70°C e 50°C, respectivamente. Para a CA não foi possível a 
obtenção de modelos devido à falta de ajuste, para nenhum dos métodos de quantificação 
utilizados. 
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1. Introdução 
A Annona muricata L. (Annonaceae) é bastante conhecida e utilizada na medicina 
popular em razão de suas propriedades medicinais, como antimalária, antiespasmódica, 
antitumoral, sedativa e anticancerína, entre outras (MATOS; LORENZI, 2008; SMITH et al., 
2014). Desde o início das pesquisas científicas com esta espécie, na década de 1940, muitos 
compostos bioativos têm sido encontrados na gravioleira. Estudos fitoquímicos e 
farmacológicos das espécies de anonáceas têm se intensificado nos últimos anos, o que está 
associado à descoberta das acetogeninas anonáceas, uma classe de compostos naturais com 
ampla atividade biológica. A gravioleira produz estes compostos naturais em suas folhas, 
hastes, caule, casca e sementes (McLAUGHLIN, 2008; MOGHADAMTOUSI et al., 2005). 
Além disso, a folha da gravioleira possui elevada atividade antioxidante em virtude de ser rica 
em acetogeninas e compostos fenólicos (LIMA et al., 2010; NAWWAR et al., 2012; YANG 
et al., 2015). 
Empresas brasileiras e estrangeiras, atentas às tendências de mercado, têm 
comercializado a folha de gravioleira desidratada na forma de cápsulas, como suplemento 
dietético, e de sachês de chá com a alegação de produto com proprieadades anticancerígenas. 
Todavia, a tecnologia empregada para a obtenção desses produtos é bastante rudimentar, 
consistindo na simples secagem das folhas no campo seguida de trituração para obtenção do 
material em pó. Dessa forma, nos produtos atualmente comercializados, os compostos 
bioativos presentes nas folhas encontram-se misturados a uma diversidade de outras 
substâncias, e, na maioria das vezes, suas concentrações não são determinadas.  
A extração é uma das operações unitárias mais empregadas na indústria de 
processamento de produtos de origem vegetal, sendo utilizada principalmente para a obtenção 
de compostos bioativos retidos em suas matrizes (MOURE et al., 2001; PINELO et al., 
2006). Muitos fatores podem impactar nos processos de extração e seus efeitos nos compostos 
de interesse. A fim de obter uma extração eficiente, com altas concentrações dos compostos 
desejados e com a mínima degradação, a escolha do solvente extrator, juntamente com a 
técnica de extração utilizada, torna-se de grande importância, influenciando diretamente na 
qualidade e composição final dos extratos. A escolha do solvente deve ser determinada pelas 
características químicas das classes de compostos a serem extraídas; e aspectos que 
influenciam a extração, tais como o tamanho das partículas do material vegetal e a presença 
de substâncias interferentes, também devem ser levados em consideração na escolha do 
método a ser empregado (AZMIR et al., 2013; RODRIGUEZ-SOLANA et al., 2015). 
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A extração de compostos fitoquímicos pela indústria geralmente ocorre pelo uso 
de solventes orgânicos tóxicos, como o hexano, a acetona, o acetato de etila e o metanol, entre 
outros (MOURE et al., 2001; PINELO et al., 2006). A utilização desses solventes apresenta 
muitas desvantagens que podem aumentar os custos de operação, como a necessidade de sua 
remoção total devido a problemas associados à toxicidade, especialmente para a obtenção de 
produtos destinados às indústrias alimentícia e farmacêutica. Aliado a isso, as temperaturas 
utilizadas na remoção do solvente podem degradar substâncias termicamente sensíveis. 
Estudos utilizando extração com solventes GRAS (Generaly Recognized As Safe), como o 
etanol e o dióxido de carbono supercrítico, têm aumentado devido a esses problemas 
(CAMPOS, 2005; DIAZ-REINOSO et al, 2006; LI; CHASE, 2010; MACHADO et al., 2013; 
RABELO et al., 2016). 
A extração assistida por ultrassom é uma tecnologia com grande potencial na 
extração de compostos bioativos, podendo acelerar a transferência de calor e massa, e tem 
sido utilizada com sucesso. A aplicação de ondas ultrassônicas aumenta a eficiência do 
processo, reduz a temperatura necessária para a extração e favorece a solubilização dos 
compostos-alvo no solvente (ESCLAPEZ et al., 2011). As ondas ultrassônicas são vibrações 
mecânicas aplicadas em sólidos, líquidos ou gases com frequências superiores a 20 kHz 
(WANG; WELLER, 2006). As ondas de ultrassom alteram as propriedades físicas e químicas 
dos materiais submetidos ao tratamento pelo efeito de expansão e de compressão sobre a 
matéria. Seu efeito de cavitação facilita a liberação de compostos extraíveis e melhora o 
transporte de massa por meio da ruptura das paredes das células vegetais (LUQUE-GARCÍA; 
LUQUE DE CASTRO, 2003; ESCLAPEZ et al., 2011). 
O uso de ferramentas estatísticas multivariadas, aplicadas em diferentes áreas do 
conhecimento, tem proporcionado uma redução no número de experimentos, além do uso de 
modelos matemáticos que auxiliam  em uma melhor visualização de efeitos de interação entre 
as variáveis que estão sendo otimizadas. A escolha da melhor estratégia de planejamento 
experimental depende, principalmente, do número de variáveis independentes ou fatores que 
se deseja estudar e do conhecimento inicial que se tem sobre o processo. Quando o número de 
fatores é muito grande, é mais conveniente escolher primeiro um planejamento fatorial 
fracionado, que reduz o número de ensaios, o tempo e o custo da pesquisa (RODRIGUES; 
IEMMA, 2014). A análise de efeitos como informação inicial pode dirigir o estudo 
sequencialmente, através de novos fatoriais fracionados, até se chegar ao planejamento 
completo, atingindo-se as condições desejadas. 
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Este trabalho teve como objetivo otimizar a extração de compostos bioativos da 
folha da gravioleira (acetogenina anonacina, fenólicos totais e capacidade antioxidante) 
utilizando soluções hidroalcoólicas, empregando-se a extração assistida por ultrassom e 
convencional sólido-líquido. As metodologias de Screening Design (seleção de variáveis) e de 
superfície de resposta foram utilizadas para avaliar o efeito da temperatura, da intensidade de 
ultrassom, da concentração de etanol e da razão folha/solvente na extração dos compostos de 
interesse. 
 
2. Material e métodos 
2.1 Material vegetal 
As folhas de Annona muricata L. (Annonaceae) foram colhidas em uma fazenda 
no município de Trairi - Ceará, latitude 3° 22 '15.98 "S e longitude 39° 17' 34.46" W. A 
exsicata de identificação da planta foi coletada por MORAES, I. V. M., em 07/07/2015, e 
encontra-se depositada no herbário Prisco Bezerra, da Universidade Federal do Ceará, sob o 
número 58330. O estudo foi realizado com folhas de gravioleira (Annona muricata L.) 
trituradas na forma de pó, obtidas após as etapas de lavagem, sanitização, secagem em estufa 
com circulação forçada de ar a 40 ºC por 30 h, e trituração em moinho de facas. O material foi 
peneirado (série Tyler peneira de 0,6 mm, mesh 28) (Granutest, Brasil), sendo selecionadas 
partículas com tamanho < 0,6 mm.  
 
2.2 Reagentes 
Foram utilizados os seguintes solventes e reagentes: etanol (EtOH), da LS 
Chemicals (Mumbai, India); metanol (CH3OH), da J.T. Baker Chemicals; acetonitrila 
(CH3CN) LC-MS CHROMASOLV®, da Fluka; ABTS (ácido 2,2'-Azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato)), Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico), 
sal de sódio de fluoresceína e reagente Folin-Ciocalteu, da Sigma Aldrich (St. Louis, 
Missouri); Persulfato de potássio, da Organics (Geel, Bélgica). 
2.3.  Extração assistida por ultrassom (EAU) 
As extrações assistidas por ultrassom foram realizadas em equipamento de 
bancada, utilizando uma sonda ultrassônica com macroponta de titânio de 13 mm de diâmetro, 
ligada a um transdutor, marca Unique Group, modelo DES500 (transdutor piezoelétrico), com 
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controle de potência ajustável de 10 a 99% da potência total (800 W), e frequência fixa de 20 
kHz.  
Com o objetivo de conhecer a cinética de extração dos compostos fenólicos totais 
(FT) das folhas da gravioleira utilizando ultrassom, foi realizado um experimento de pré-
avaliação usando as potências mínima (160 W), média (400 W) e máxima (800 W) do 
equipamento, correspondendo às intensidades 120 W/cm2, 301 W/cm2 e 603 W/cm2, 
respectivamente. A intensidade de ultrassom (W/cm2) foi calculada de acordo com a Eq.1 (LI 
et al., 2004).  
(𝑊/𝑐𝑚2) =  
𝑃
𝜋𝑟2
                  Eq.(1) 
 
Para cada ensaio aproximadamente 10 g de folhas foram pesadas em balança 
analítica e transferidas para béquer de vidro de 500 mL, encamisado, interligado a um banho 
termostático para controle da temperatura. Após adição de 200 mL do solvente (1:1 etanol 
absoluto/água v/v) e rápida homogeneização da amostra com bastão de vidro, a sonda 
ultrassônica foi mergulhada na solução extratora e imediatamente acionada junto com um 
cronômetro, para monitoramento do tempo de extração. As extrações ocorreram a 40 °C.  
Para cada potência avaliada foi realizada uma cinética de extração dos FT nos 
tempos de 5, 10, 20, 30, 45 e 60 min. Finalizado o tempo de extração, os extratos foram 
filtrados em funil de Büchner a vácuo e acondicionados em frascos de vidro âmbar, sendo 
imediatamente congelados em freezer a - 10 °C. Os processos de extração foram realizados 
em duplicata.  Neste pré-teste a quantificação dos FT foi feita segundo duas metodologias 
para comparação dos resultados, a de Singleton et al. (1999) e a de Dev Choudhury e 
Goswami (1983), utilizando-se o regente de Folin-Ciocalteu. 
2.4. Otimização da extração 
Em virtude do número de variáveis consideradas relevantes no processo de 
extração dos compostos bioativos da folha da gravioleira ter sido 4 (quatro), a estratégia 
sequencial de planejamentos adotada nesse estudo consistiu de 2 delineamentos. Primeiro, foi 
realizado um fatorial fracionado 24-1 para uma avaliação prévia das variáveis independentes e 
verificação da adequação das faixas de estudo escolhidas. Em seguida, foi realizado um 
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para 2 variáveis, com 3 repetições no 
ponto central.  
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2.4.1. Delineamento Fatorial Fracionado 24-1 
As variáreis independentes e as respectivas faixas de estudo avaliadas nesse 
delineamento são apresentadas na Tabela 1. Foram avaliadas as seguintes respostas: a 
concentração de fenólicos totais (FT), a capacidade antioxidante total (CA) pela captura do 
radical livre ABTS •+ e a concentração de anonacina (CAn), acetogenina majoritária na 
gravioleira. Ao todo, foram realizados 11 ensaios, com 3 repetições no ponto central. As 
soluções extratoras foram preparadas seguindo o mesmo procedimento descrito na Seção 2.3, 
respeitando-se a condição estabelecida para cada ensaio (Tabela 2). O volume total de 
solvente adicionado em cada ensaio foi 200 mL. Neste planejamento foi considerado um nível 
de significância de 10%.  
Tabela 1. Valores utilizados no delineamento fatorial fracionado 24-1. 
Variável Unidade -1 0 +1 
Temperatura (x1) °C 30 50 70 
Potência de ultrassom (x2) W 0 400 800 
Concentração de etanol (x3) % 10 50 90 
Razão Solvente/Folha (x4) mL/g 10 25 40 
 
Na Tabela 2 são apresentados os valores codificados e reais utilizados no 
planejamento fatorial. 
Tabela 2. Matriz do planejamento fatorial fracionado 24-1. 
 Temp. 
(°C) 
Potência US 
(W) 
Conc. etanol/água 
 (%) 
Razão solvente/folha 
 (mL/g) 
Ensaios X1 X2 X3 X4 
1 30 (-1) 0 (-1) 10/90 (-1) 10 (-1) 
2 70 (+1) 0 (-1) 10/90 (-1) 40 (+1) 
3 30 (-1) 800 (+1) 10/90 (-1) 40 (+1) 
4 70 (+1) 800 (+1) 10/90 (-1) 10 (-1) 
5 30 (-1) 0 (-1) 90/10 (+1) 40 (+1) 
6 70 (+1) 0 (-1) 90/10 (+1) 10 (-1) 
7 30 (-1) 800 (+1) 90/10 (+1) 10 (-1) 
8 70 (+1) 800 (+1) 90/10 (+1) 40 (+1) 
9 50 (0) 400 (0) 50/50 (0) 25 (0) 
10 50 (0) 400 (0) 50/50 (0) 25 (0) 
11 50 (0) 400 (0) 50/50 (0) 25 (0) 
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Nos ensaios do planejamento fatorial fracionado nos quais não se fez uso do 
ultrassom nas extrações (Ensaios 1, 2, 5 e 6) os experimentos foram conduzidos em banho 
termostático (TE-052 Dubnoff Fibralimentar, Tecnal, Brasil) dotado de agitador, com rotação 
ajustada para 80 rpm. As folhas foram pesadas e, após a adição de 200 mL do solvente, foram 
transferidas para erlenmeyers que foram tampados, acoplados ao agitador e mantidos sob 
agitação. As soluções extratoras foram preparadas seguindo-se a condição estabelecida para 
cada ensaio (Tabela 2). Finalizado o tempo de extração os extratos foram filtrados em funil de 
Büchner a vácuo, transferidos para frascos de vidro âmbar e imediatamente congelados em 
freezer a - 10 °C. 
2.4.1.1. Cinética de extração 
Para cada um dos 11 ensaios do planejamento fatorial 24-1 foi realizada uma 
cinética de extração dos FT e medida da CA pela metodologia ABTS, conduzida nos tempos 
de 0, 5, 15, 30, 45 e 60 min. 
2.4.2. Delineamento Composto Central Rotacional - DCCR 
Após a seleção das variáveis e respectivas faixas de trabalho no delineamento 
fatorial fracionado foi realizado um DCCR para a otimização do processo de extração dos 
compostos biativos (FT, CA e CAn). Neste planejamento foi considerado um nível de 
significância de 5%. 
2.4.3. Extrações aquosas 
Extrações com água (infusões), simulando preparações caseiras, foram realizadas 
para efeito de comparação com as extrações da acetogenina anonacina nos extratos 
hidroalcoólicos obtidos nas condições dos delineamentos. As extrações aquosas foram feitas 
em triplicata. Foram adicionados 237 mL (volume de uma xícara de chá) de água quente 
(90°C) sobre 2,5 g de material vegetal, permanecendo em repouso por 10 min, sendo, em 
seguida, filtrados em funil de Büchner a vácuo e analisados por LC-MS/MS.  
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2.5 Análises 
 
2.5.1. Caracterização físico química da folha 
 
Para a caracterização físico-química das folhas foram analisadas amostras obtidas 
pelo processo de secagem convencional, em estufa com circulação forçada de ar a 40 ºC, e 
pelo processo de liofilização. Foi também caracterizada uma amostra comercial de folhas de 
gravioleira, cedida por uma empresa que comercializa o produto na forma de cápsulas e 
sachês de chá. 
Foram realizadas as seguintes análises: teor de umidade, por estufa a vácuo 
(70°C); proteínas totais, por micro Kjeldahl; lipídeos, pelo método de Bligh Dyer e atividade 
de água (Aw), AquaLab – Decagon (AOAC, 2006). Todas as análises foram realizadas em 
triplicata. 
2.5.2. Determinação da Capacidade Redutora dos extratos (Fenólicos Totais - FT)  
A quantificação dos compostos fenólicos totais presentes nos extratos foi 
determinada de acordo com metodologia descrita por Singleton et al. (1999), utilizando o 
reagente Folin-Ciocalteu. Tubos de ensaio foram preparados em triplicata, adicionando-se, em 
ambiente escuro, 0,5 mL do extrato e em seguida 2,5 mL do reagente Folin Ciocateau diluído 
1:10 (v/v). Após 5 minutos, foram adicionados 2,0 mL de solução de carbonato de sódio 
anidro 7,5% e os tubos foram homogeneizados em agitador de tubos por 10 segundos.  Após 2 
h de espera, em ambiente escuro, o conteúdo dos tubos foi transferido para cubeta de 4,5 mL e 
a leituras realizadas em espectrofotômetro a 760 nm. Para o branco, foi adicionado 0,5 mL de 
água destilada no lugar do extrato, acrescentando-se os demais reagentes. O ácido gálico foi 
utilizado como padrão de referência para a construção das curvas de calibração com 6 pontos, 
em triplicata, com concentrações variando de 8 a 72 µg/mL. Os resultados foram expressos 
em mg equivalentes de ácido gálico por grama de folha, ou mg EAG/g de folha (b.s). 
Somente para a avaliação do pré-teste com extração assistida por ultrassom, uma 
segunda metodologia também foi utilizada para a quantificação dos fenólicos totais, também 
utilizando o reativo Folin-Ciocalteu, segundo Dev Choudhury; Goswami (1983). Essa 
metodologia difere da primeira no tempo de espera para leitura, no comprimento de onda no 
qual a leitura é feita e na concentração dos reagentes utilizados. Tubos de ensaio foram 
preparados em triplicata, adicionando-se, em ambiente escuro, 1,0 mL do extrato e logo após 
1,0 mL do reativo Folin Ciocateau sem diluição. Em seguida foram adicionados 2,0 mL de 
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solução de carbonato de sódio anidro 20,0% e 2,0 mL de água destilada. Os tubos foram 
homogeneizados em agitador de tubos por 10 segundos.  Após 30 min de espera, em ambiente 
escuro, o conteúdo dos tubos foi transferido para cubeta de 4,5 mL e a leituras realizadas em 
espectrofotômetro a 700 nm. Para o branco, foi adicionado 1,0 mL de água destilada no lugar 
do extrato, acrescentando todos demais reagentes. O ácido gálico foi utilizado como padrão de 
referência para a construção das curvas de calibração com 6 pontos, em triplicata, com 
concentrações variando de 5,5 a 49,5 µg/mL. Os resultados foram expressos em mg 
equivalentes de ácido gálico por grama de amostra, ou mg EAG/g de folha (b.s). 
2.5.3. Determinação da capacidade antioxidante dos extratos (CA) 
2.5.3.1. Determinação pela captura do radical livre ABTS •+ 
A capacidade antioxidante pelo método ABTS foi determinada de acordo com 
metodologia descrita por Rufino et al. (2007). O radical ABTS•+ foi formado pela reação 5 
mL da solução estoque de ABTS 7 mM com 88 L da solução de persulfato de potássio140 
mM. A mistura foi mantida no escuro, à temperatura ambiente, por 16 h. Uma vez formado, o 
radical foi diluído com etanol até a obtenção da absorbância de 0,700 ± 0,05 no comprimento 
de onda de 734 nm. Alíquotas de 30 µL dos extratos foram transferidas para tubos de ensaio 
de 8 mL, sendo adicionados em seguida 3,0 mL do radical ABTS•+. A mistura foi 
homogeineizada em agitador de tubos e a leitura foi realizada a 734 nm, imediatamente após 6 
minutos de reação. Álcool etílico foi utilizado como branco na calibração do 
espectrofotômetro. Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametilcromano-2-carboxílico) foi utilizado 
como antioxidante padrão para a construção da curva analítica, com 5 pontos em triplicata, 
com concentrações variando de 100 a 2000 µM. Os resultados foram expressos em µmol de 
Trolox equivalente (TE) por unidade de peso da amostra (g). 
2.5.3.2.  Determinação pela Capacidade de Absorção de Radicais Oxigênio (ORAC)  
A medida da CA pela metodologia ORAC foi feita somente para análise dos 
extratos obtidos no tempo de 15 min de extração do planejamento fatorial fracionado 24-1 e 
para os extratos do DCCR. 
A análise de ORAC foi realizada de acordo com a metodologia descrita por 
Dávalos et al. (2004). A reação foi realizada em tampão fosfato 75 mM (pH 7,4). O extrato 
diluído (20 µL) e a solução de fluoresceína (120 µL) foram colocados em microplaca de 96 
poços. A mistura foi pré-incubada durante 15 min a 37 °C. A solução AAPH [dicloridrato de 
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2,2'-diazo(2-amidinopropano)] (60µL) foi adicionada rapidamente por meio de uma pipeta 
multicanal. A reação foi realizada em um volume de reação final de 200 µL. As microplacas 
foram imediatamente colocadas em uma leitora de microplaca BMG FLUOstar® Omega 
(BMG Labtech, Ortenberg, Alemanha), sendo a fluorescência registrada a cada 2 minutos 
durante 100 minutos. A microplaca foi agitada automaticamente antes de cada leitura. O 
tampão fosfato puro foi utilizado como branco. Curvas de calibração de nove pontos, feitos 
em triplicata, foram obtidas a cada análise, com solução Trolox com concentrações variando 
de 8 a 1224 µM. As soluções extratoras (proporções etanol/água dos ensaios dos 
planejamentos fatorial e completo) foram utilizadas como controle positivo. As análises foram 
realizadas em triplicata. Os resultados foram baseados no cálculo da área abaixo da curva 
(AUC) para o tempo de declínio fluorescência, calculado em valores aproximados, como 
descrito na Equação 2: 
𝐴𝑈𝐶 = 1 + Σ ∑ 𝑓𝑖/𝑓0
𝑖=100
𝑖=1
                                                 (Eq. 2)   
Onde 𝑓0 é a fluorescência inicial lida no tempo 0 min e 𝑓𝑖 é a fluorescência lida no 
tempo 𝑖. O Net AUC correspondente a uma amostra foi calculado subtraindo-se o valor do 
controle positivo do valor do AUC calculado. Os resultados foram expressos em µmol de 
Trolox equivalente (TE) por unidade de peso da amostra (g). 
2.5.4. Determinação da concentração da anonacina (CAn) 
Extração das acetogeninas 
Para quantificação da acetogenina anonaciona os extratos obtidos foram rota-
evaporados até a evaporação total do solvente. Aproximadamente 10 mg do extrato seco 
remanescente foram dissolvidos em 5 mL de solvente (1:1 etanol absoluto/H2O  v/v) e 
passados através de cartuchos de extração em fase sólida (SPE) LC-18 Supelclean™ 6 mL (0,5 
g) (Supelco, Bellefonte, PA, USA), que foram pré-condicionados com 2 mL de CH3OH e 
depois equilibrados com 3 mL de água Milli-Q®. As acetogeninas foram eluídas com 6 mL de 
CH3CN. Após a evaporação do solvente o resíduo foi redissolvido em 1 mL de CH3CN:H2O 
(15:7, v/v) e transferidos para vials para injeção. 
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Quantificação por UPLC-QTOF-MS  
As amostras foram analisadas segundo metodologia descrita por Levine et al. 
(2015), por Cromatografia Líquida de Ultra Performance acoplada à Espectrometria de 
Massas com analisador híbrido Quadrupolo-Tempo de vôo, UPLC/Q-Tof-MS Xevo® (Waters, 
Milford, MA), utilizando uma coluna Acquity UPLC® BEH C18 (1,7 µm x 2,1 mm x 100 
mm). Água e CH3CN contendo 0,1% de ácido fórmico foram utilizados como fase móvel, 
com um fluxo de 400 µL/min. A separação iniciou com gradiente de 35:65 H2O/CH3CN (v/v), 
no qual permaneceu por 25 min, aumentando linearmente para 1:9 H2O/CH3CN (v/v) entre 25 
e 30 min, no qual foi mantido até 35 min. Por fim, decresceu linearmente para 35:65 
H2O/CH3CN (v/v) entre 35 e 36 min, e foi mantido nesta condição até os 40 minutos de 
análise. Os espectros de massas foram obtidos em modo positivo utilizando eletrospray (ESI) 
para ionização. Os parâmetros ajustados no MS foram: temperatura de dessolvatação (350°C), 
voltagem do capilar (3,2 kV), voltagem do cone de amostragem (32 V), voltagem do cone de 
extração (1,0 V), temperatura da fonte de íons (120 °C), fluxo de gás do cone (2 L/h), fluxo 
do gás de dessolvatação (350 L/h), fluxo do gás da purga (350 L/h) e energia de colisão (5,0 
V).  
Dados centróides foram obtidos para cada amostra em uma faixa de 110 a 800 Da. 
O valor de m/z (massa/carga) de todos os espectros foi automaticamente corrigido durante a 
aquisição baseado na massa exata obtida através da infusão de 200 pg/L de leucina-encefalina 
utilizando o Lockspray a um fluxo de 20 µL/min. A calibração foi realizada para obter um 
erro de precisão de ± 5 ppm. A massa exata e a fórmula molecular foram fornecidas pelo 
software MassLynx™ 4.1 (Waters MS Technologies).  
O padrão da acetogenina anonacina foi fornecido pelo Prof. Pierre Champy, da 
Universidade de Paris. Para a quantificação foi monitorado o íon m/z = 597,47 (anonacina), 
que eluiu com 14,1 min. 
A curva de calibração foi obtida utilizando 10-200 ng/mL de anonacina, 
assumindo que o padrão era 100% puro. As amostras foram injetadas em triplicata e os 
resultados apresentados como média ± desvio padrão. 
2.6. Análise estatística 
Os resultados obtidos nos delineamentos experimentais foram analisados por meio 
da tabela de efeitos e gráfico de Pareto (planejamento fatorial) e pela metodologia de 
superfície de resposta (DCCR) utilizando-se o software Protimiza Experiment Design 
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(http://experimental-design.protimiza.com.br). A significância dos modelos foi testada pela 
Análise de Variância (ANOVA). 
Um modelo de regressão polinomial de segunda-ordem foi estabelecido para 
ajustar os dados experimentais (p <0,05) para cada variável-dependente, conforme 
demonstrado na Equação 3: 
𝑦𝑖 = 𝑏0 + ∑ 𝑏𝑖𝑥𝑖
3
𝑖=1
+ ∑ ∑ 𝑏𝑖𝑗𝑥𝑖𝑥𝑗
3
𝑗=1
3
𝑖=1
                                          (Eq. 3) 
Onde: 𝑦𝑖 é a variável-dependente; 𝑏0, 𝑏𝑖 e 𝑏𝑖𝑗  são os coeficientes do modelo de 
regressão para a constante e para os termos de regressão linear, quadrático e de interação, 
respectivamente; e 𝑥𝑖 e 𝑥𝑗 são os valores codificados das variáveis independentes. 
 
Nas análises de caracterização físico-química e nos experimentos de avaliação da 
extração assistida por ultrassom os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA), 
utilizando o software Statistical Analysis System - SAS 9.1.2 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, 
USA), e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05), a um nível de 5% de 
significância. 
 
3. Resultados e discussão 
3.1 Caracterização físico-química das folhas da gravioleira 
Na Tabela 3 encontram-se os resultados das análises físico-químicas das folhas da 
gravioleira secas em estufa, liofilizadas e comerciais (secas no campo). 
 
Tabela 3. Caracterização físico-química das folhas da gravioleira. 
Amostras Umidade 
(%) 
Proteínas* 
(%) 
Lipídeos* 
(%) 
Cinzas* 
(%) 
Atividade de 
água (Aw) 
Folha comercial 
 
8,7±0,2A 10,9±0,1B 15,5±0,9A 6,6±0,1B 0,59±0,00A 
Folha seca em estufa 
 
8,7±0,1A 15,6±0,3A 11,5±0,1B 6,8±0,3A 0,53±0,00B 
Folha liofilizada 
 
3,6±0,0C 15,0±0,1A 12,1±0,1B 6,8±0,2A 0,47±0,00C 
*Resultados expressos em base seca. 
Valores de uma mesma coluna, com a mesma letra, não diferem significativamente entre si (Teste de Tukey a 
5% de significância). 
 
Não houve variações significativas no teor de proteínas, lipídeos e cinzas entre as 
folhas secas em estufa e liofilizadas, o que era esperado devido ao fato de serem do mesmo 
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lote de colheita. Entretanto, houve diferenças significativas no teor desses compostos entre 
essas folhas e a folha comercial. Tais diferenças ocorrem, possivelmente, em virtude de 
variações de condições climáticas na região, nas diferentes épocas do ano, o que é bem 
marcado no estado do Ceará. Essas condições, assim como o ataque de pragas, influenciam de 
forma bastante marcante a concentração dos compostos do metabolismo secundário das 
plantas, como é o caso dos compostos avaliados nesse estudo. 
3.2. Extração assistida por ultrassom (EAU) 
Nas Figuras 1 e 2 são apresentados os resultados da cinética de extração de 
fenólicos totais assistida por ultrassom, quantificados pelas metodologias descritas por Dev 
Choudhury; Goswami (1983) e Singleton el al. (1999), respectivamente. Os ensaios foram 
realizados em duplicata, nas potências de 160 W, 400 W e 800 W, e os resultados foram 
expressos em mg de ácido gálico por grama de folha (b.s.). 
 
Figura 1. Extração assistida por ultrassom de fenólicos totais nas potências 160W, 400 W e 
800 W quantificados pela metodologia de Dev Choudhury; Goswami (1983). Médias com a 
mesma letra maiúscula, em cada um dos tempos avaliados, e minúscula ao longo do tempo, 
para cada potência, não diferem entre si a p<0,05 pelo teste de Tuckey.  
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Figura 2. Extração assistida por ultrassom de fenólicos totais nas potências 160 W, 400 W e 
800 W quantificados pela metodologia de Singleton et al. (1999). Médias com a mesma letra 
maiúscula, em cada um dos tempos avaliados, e minúscula ao longo do tempo, para cada 
potência, não diferem entre si a p<0,05 pelo teste de Tuckey.  
 
Para as potências de 160 W e 400 W não houve diferenças significativas (p>0,05) 
ao longo do tempo de extração para nenhuma das duas metodologias avaliadas (Figuras 1 e 
2). Entretanto, nas extrações a 800 W, as maiores concentrações de FT encontradas utilizando 
a metodologia de Dev Choudhury;Goswami (1983) foram para os tempos de 5, 45 e 60 min, 
que não diferiram significativamente entre si (Figura 1); e utilizando a metodologia de 
Singleton et al. (1999) não houve diferenças significativas entre os tempos de extração 
(p>0,05), com exceção da extração de FT no tempo de 45 min, que foi significativamente 
superior ao tempo de 10 min (p0,05) (Figura 2). 
Para a potência de 800 W, observou-se que, utilizando-se a metodologia de 
quantificação descrita por Dev Choudhury; Goswami (1983) foram encontradas 
concentrações de FT significativamente superiores (p 0,05) às encontradas pela metodologia 
de Singleton et al. (1999), em todos os tempos de extração.  
Uma possível explicação pode estar na questão dos interferentes na análise de 
fenólicos totais. A análise de compostos fenólicos é influenciada pela presença de diversos 
interferentes, entre eles a clorofila (SHAHIDI; NACZK, 1995). Na metodologia de Dev 
Choudhury; Goswami (1983), utiliza-se solução de sal de carbonato de sódio a 20%, enquanto 
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que na de Singleton et al. (1999) utiliza-se a solução a 7,5%. O pH dos extratos 
hidroalcoólicos de folhas de gravioleira está ao redor de pH 6,0, segundo medidas 
experimentais feitas em laboratório. Sabe-se que a degradação da clorofila dos tecidos 
vegetais sob aquecimento é afetada pelo pH. Em meios básicos (pH=9) a clorofila é muito 
estável, mesmo sob aquecimento, enquanto em meios ácidos (pH=3) ela é instável 
(FENNEMA, 2010). No pH dos extratos, em torno de 6,0, a clorofila está no limite da 
estabilidade/instabilidade. A potência de US máxima de 800 W utilizada provoca um maior 
aquecimento do meio, degradando mais a clorofila, o que foi visualizado pela mudança de cor 
dos extratos. Durante o processamento térmico, a principal via de degradação é a substituição 
do átomo de Mg da clorofila por dois átomos de H, processo conhecido por feofitinização, 
além de poder ocorrer também uma epimerização. Neste caso a reação não é catalisada 
enzimaticamente e, sim, pela acidez do meio que favorece a perda do Mg2+. As feofitinas 
possuem coloração próxima ao verde oliva e estão sujeitas a hidrólise química, que resulta na 
liberação da molécula do fitol, produzindo um feoforbídeo hidrossolúvel, de coloração parda 
(LANFER-MARQUEZ, 2003). Uma hipótese sobre a quantificação de maiores concentrações 
de FT utilizando a metodologia de Dev Choudhury; Goswami (1983) pode estar no fato de a 
reação por esse método ocorrer em um pH mais básico, pelo uso de solução de carbonato de 
sódio a 20%. Em contrapartida, na metodologia de Singleton et al. (1999), a reação ocorre em 
um pH mais ácido, utilizando a solução salina a 7,5%. Dessa forma, na metodologia de Dev 
Choudhury; Goswami (1983) a clorofila está na sua forma mais estável, protegida da 
oxidação.  
Nos experimentos posteriores optou-se por utilizar a metodologia de Singleton et 
al. (1999) para a quantificação dos FT. 
 
3.3 Delineamento Fatorial Fracionado2 4-1 
3.3.1.Cinética de extração 
Para cada ensaio do delineamento fatorial foi realizada uma cinética de extração 
de FT e CA medida pela captura do radical livre ABTS •+, nos tempos 0, 5, 15, 30, 45 e 60 
min. Os resultados são apresentados na Tabela 4.  
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Tabela 4. Concentração de fenólicos totais (FT), expressa em mg equivalente em ácido gálico/g de folha (b.s), e capacidade antioxidante (CA) 
medida pela captura do radical livre ABTS •+, expressa em µmol TE/g de folha, dos extratos obtidos nos ensaios realizados no delineamento 
fatorial fracionado 24-1, nos tempos de extração de 0, 5, 15, 30, 45 e 60 minutos. 
 T (°C) Pot (W) % etanol S/F (ml/g) tempo 0 tempo 5’ tempo 15’ tempo 30’ tempo 45’ tempo 60’ 
Ensaios X1 X2 X3 X4 FT CA FT CA FT CA FT CA FT CA FT CA 
1 30 0 10/90 10 23,11 93,68 23,89 93,53 23,42 96,12 23,34 97,53 22,82 88,32 22,80 90,48 
2 70 0 10/90 40 35,60 156,61 34,83 156,61 37,52 160,82 36,80 163,58 35,03 147,40 34,87 149,62 
3 30 800 10/90 40 29,63 176,31 29,69 138,37 27,25 129,37 28,26 141,93 28,87 141,53 28,22 137,92 
4 70 800 10/90 10 25,38 91,56 26,51 134,22 26,47 133,20 24,22 115,39 24,28 119,42 26,69 121,09 
5 30 0 90/10 40 18,48 55,23 23,78 448,04 28,14 444,21 29,20 459,94 30,58 498,54 30,09 584,39 
6 70 0 90/10 10 22,41 90,38 30,49 175,22 31,87 181,39 31,17 192,12 31,84 179,35 30,98 176,49 
7 30 800 90/10 10 15,89 76,62 23,27 94,02 23,21 124,51 24,50 131,65 26,79 125,98 25,58 143,78 
8 70 800 90/10 40 29,49 160,40 36,84 183,80 38,01 149,68 39,44 164,72 36,73 176,99 40,18 170,17 
9 50 400 50/50 25 34,87 219,83 41,72 261,31 38,94 279,09 38,35 256,39 38,63 248,27 39,23 248,33 
10 50 400 50/50 25 34,57 208,00 38,77 261,82 37,50 259,44 38,63 242,34 38,54 238,43 38,30 233,95 
11 50 400 50/50 25 33,84 192,48 40,95 250,63 38,63 251,70 38,77 240,30 39,54 237,51 38,11 223,66 
T (°C) – Temperatura de extração 
Pot (W) – Potência de ultrassom, em Watts 
% etanol – Concentração de etanol/água, em porcentagem 
S/F (mL/g) – Razão de solvente/folha, em mL/g 
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A extração de fenólicos totais ao longo do tempo para os 11 ensaios do 
planejamento fatorial pode ser observada na Figura 3, com concentrações variando de 15,9 a 
41,7 mg de EAG/g de folha.  
Figura 3. Extração de fenólicos totais, expressa em mg ácido gálico/g de folha, ao longo de 
um tempo de extração de 60 minutos, para os 11 ensaios do planejamento fracionado. 
Os ensaios E1, E4, E7 foram os que proporcionaram as menores extrações de FT.  
Em relação aos resultados apresentados na Figura 3, pode-se observar que não 
houve variações na concentração de FT no ensaio E1 ao longo do tempo de extração. Já para 
o ensaio E2, a maior concentração foi com um tempo de extração de 15 min. Para o E3, as 
maiores concentrações foram com 5 minutos de extração, havendo uma pequena tendência de 
queda até os 15 min e, a partir dos 30 min, ocorreu um ligeiro incremento permanecendo 
constante até o final dos 60 min. Para os ensaios E5 e E7 houve tendência de aumento na 
concentração de FT ao longo do tempo de extração. No ensaio E6, ocorreu aumento na 
concentração de FT nos 5 min iniciais de extração, mantendo-se constante ao longo do tempo. 
No ensaio E8, a maior concentração de FT foi a dos extratos obtidos com 60 min de extração, 
porém, aparentemente, não diferiu da concentração obtida no tempo de 30 min. Já nos ensaios 
E9, E10 e E11 (pontos centrais), a maiores concentrações de FT foram obtidas com 5 min de 
extração. Nos ensaios E9 e E11 houve redução na concentração de fenólicos após 5 min, 
entretanto, para o ensaio E10, esta se manteve constante. 
As condições estabelecidas nos ensaios E9, E10 e E11 (50 °C, 400 W, 50% de 
EtOH, 25 mL de solvente/g folha), E2 (70°C, 0 W, 10% de EtOH, 40 mL de solvente/g folha) 
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e E8 (70 °C, 800 W, 90% de EtOH, 40 mL de solvente/g folha) foram as que propiciaram a 
extração das maiores concentrações de fenólicos totais. 
A medida da capacidade antioxidante total pela captura do radical livre ABTS•+ ao 
longo do tempo, para os 11 ensaios do planejamento fatorial, pode ser observada na Figura 4. 
As concentrações variaram de 55,2 a 584,4 µmol TE/g folha (b.s.).   
 
Figura 4. Capacidade antioxidante medida pela captura do radical livre ABTS •+, 
expressa em µmol de TE/g de folha, ao longo de um tempo de extração de 60 min, para os 11 
ensaios do planejamento fatorial fracionado. 
Em relação à CA, os resultados obtidos para os ensaios E1 e E2 demonstram que a 
esta manteve-se constante ao longo dos 60 min extração. No ensaio E3, houve perda da CA 
após os 5 min iniciais extração, permanecendo constante ao longo do tempo avaliado. Essa 
perda inicial pode ter ocorrido em consequência da alta potência de ultrassom utilizada nesse 
ensaio. Nos ensaios E4 e E6 houve um ligeiro aumento na capacidade antioxidante nos 5 min 
iniciais de extração, que se manteve praticamente constante até os 60 min. No ensaio E5 
houve um aumento acentuado na capacidade antioxidante do extrato nos 5 min iniciais, 
mantendo-se estável até os 15 min, havendo após esse tempo um aumento gradativo da CA 
até os 60 min de extração, onde foi obtida a capacidade antioxidante máxima. No ensaio E7 
houve um aumento gradativo da CA até os 30 min iniciais, que se manteve constante até os 60 
min. No ensaio E8 houve um pequeno aumento na CA nos 5 min iniciais de extração, seguido 
de uma redução acentuada até os 15 min, voltando a aumentar ligeiramente até os 45 min, 
mantendo-se constante até os 60 min finais. Nos ensaios E9, E10 e E11(pontos centrais), 
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houve aumento na CA dos extratos até os 15 min iniciais, mantendo-se praticamente 
constante até o final da extração. 
O ensaio no qual se obteve o maior destaque foi o E5 (30 °C, 0 W, 90% de EtOH, 
40 mL de solvente/g folha). A tendência observada de aumento na CA nesse ensaio 
possivelmente pode estar associada à alta concentração de etanol e à maior razão 
solvente/folha, propiciando uma melhor solvatação e solubilização dos compostos fenólicos 
com capacidade antioxidante, que está, por sua vez, também relacionada à polaridade do 
solvente e dos compostos. Esse aumento gradativo na capacidade antioxidante do extrato no 
ensaio E5 também ocorreu para a extração dos fenólicos, como pode ser observado na Figura 
4. 
3.3.2 Seleção de variáveis 
Foi realizado um delineamento fatorial fracionado 24-1 para cada um dos tempos 
avaliados na cinética de extração. Na Tabela 5 são apresentados os resultados da estimativa 
dos efeitos das variáveis independentes estudadas em relação às respostas FT e CA medida 
pela metodologia ABTS •+.  
Em virtude da avaliação da extração dos FT e da CA ao longo do tempo ter 
demonstrado tendência de aumento da concentração dos compostos até os 15 min iniciais de 
extração (Figuras 3 e 4), mantendo-se constante para a maioria dos ensaios realizados, ou até 
mesmo apresentando um ligeiro decréscimo da CA até o final dos 60 min avaliados (com 
exceção do ensaio E5, Figura 4), o tempo de 15 min foi fixado para a realização do 
delineamento completo (DCCR).  
Após a definição do tempo de extração, foram também realizadas as análises 
cromatográficas para quantificação da concentração da acetogenina anonacina (CAn) e da CA 
medida pela metodologia ORAC nos extratos dos 11 ensaios do planejamento fatorial 
fracionado realizados nesse tempo. Essa estratégia foi adotada devido ao alto custo das 
análises e devido à grande quantidade de amostras. 
Analisando a tabela de efeitos (Tabela 5) e os gráficos de Pareto (Apêndice 1) do 
planejamento fatorial fracionado para a extração de FT, nos seis tempos de extração 
avaliados, observa-se que as variáveis temperatura e razão solvente/folha tiveram efeito 
significativo (p<0,1) na extração desses compostos, em todos os tempos. O aumento da 
temperatura provocou um efeito positivo e significativo na extração de FT. Esse resultado 
pode ser explicado devido ao fato de que a elevação da temperatura aumenta a solubilidade 
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dos compostos. Além disso, a transferência de massa também aumenta devido à menor 
viscosidade e menor tensão superficial do solvente (AZMIR et al., 2013). 
Em relação à variável razão solvente/folha observou-se que o aumento da 
quantidade de solvente, passando de 10 mL/g de folha para 40 mL/g de folha, também 
apresentou efeito positivo para a extração de FT dentro da faixa estudada, que pode ser 
explicado pela melhoria na transferência de massa. A maior razão solvente/folha forneceu 
mais solvente para penetração nas células, o que melhorou a permeação dos compostos 
fenólicos. Sousa et al. (2016) obtiveram resultados semelhantes ao avaliarem a extração de FT 
de Phyllantus amarus (quebra-pedra), obtendo maiores extrações com o aumento da razão 
solvente/material vegetal de 20 mL/g para 40 mL/g.  
Observa-se também que, a partir do tempo de extração de 45 min, a variável-
independente concentração de etanol também passou a ser significativa para a extração desses 
compostos, indicando que o aumento da proporção de etanol no meio solvente favoreceu a 
extração de FT. Segundo Garcia-Castello et al. (2015), isso ocorre pois o etanol reduz a 
constante dieléctrica do meio solvente, aumentando assim a solubilidade e a difusão de 
compostos fenólicos.  
Em relação à resposta CA medida pela captura do radical livre ABTS•+, não houve 
efeito significativo para nenhuma das quatro variáveis-independentes avaliadas no estudo, em 
nenhum dos tempos. Os resultados podem ser visualizados na Tabela 5. Também não houve 
efeito significativo em relação ao uso de ultrassom na extração de FT e na CA, em nenhum 
dos tempos de extração avaliados. Dessa forma, essa variável foi excluída dos estudos 
subsequentes. Esse resultado pode estar associado ao fato de as partículas utilizadas no estudo 
serem muito pequenas e estarem bastante desintegradas, por terem passado previamente pelo 
processo de moagem. Vieira (2015) obteve resultados semelhantes avaliando o processo de 
extração assistida por ultrassom de antocianinas e compostos fenólicos da polpa de juçara em 
pó, concluindo que não houve aumento significativo na extração desses compostos em 
comparação à extração em leito agitado. 
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Tabela 5. Estimativa dos efeitos para as respostas fenólicos totais (FT) e capacidade antioxidante (CA) medida pela captura do radical livre 
ABTS •+ para cada tempo avaliado na cinética de extração, com nível de significância de 10% (p< 0,1). 
 FT   t = 0 min CA   t = 0 min FT   t = 5 min CA   t = 5 min 
Nome Efeito Erro Padrão t calc p-valor Efeito 
Erro 
Padrão t calc p-valor Efeito 
Erro 
Padrão t calc p-valor Efeito 
Erro 
Padrão t calc p-valor 
Média 
 
25,00 0,81 31,02 0,0000 112,59 10,91 10,32 0,0001 28,66 1,00 28,81 0,0000 177,98 29,67 6,00 0,0018 
Curvatura 
 
18,86 3,09 6,11 0,0017 188,34 41,78 4,51 0,0064 23,64 3,81 6,20 0,0016 159,89 113,64 1,41 0,2185 
Temperatura 
 
6,44 1,61 4,00 0,0104 24,28 21,82 1,11 0,3164 7,01 1,99 3,52 0,0169 -31,03 59,35 -0,52 0,6234 
Potência US 
 
0,20 1,61 0,12 0,9073 27,25 21,82 1,25 0,2670 0,83 1,99 0,42 0,6939 -80,75 59,35 -1,36 0,2318 
Conc. etanol 
 
-6,86 1,6 -4,27 0,0080 -33,88 21,82 -1,55 0,1811 -1,14 1,99 -0,07 0,9485 94,59 59,35 1,59 0,1719 
Solvente/folha 6,60 1,61 4,11 0,0094 49,08 21,82 2,25 0,0743 5,24 1,99 2,64 0,0462 107,46 59,35 1,81 0,1300 
 FT   t = 15 min CA   t = 15 min FT   t = 30 min CA  t = 30 min 
Média 
 
29,49 0,62 47,77 0,0000 177,41 29,37 6,04 0,0017 29,62 0,80 37,14 0,0000 183,36 27,59 6,64 0,0012 
Curvatura 
 
17,74 2,36 7,51 0,0007 171,99 112,47 1,53 0,1868 17,93 3,05 5,87 0,0020 125,97 105,68 1,19 0,2867 
Temperatura 
 
7,96 1,23 6,45 0,0013 - 42,28 58,74 -0,72 0,5039 6,58 1,59 4,13 0,0091 -48,81 55,19 -0,88 0,4170 
Potência US 
 
-1,50 1,23 -1,22 0,2779 - 86,44 58,74 -1,47 0,2011 -1,02 1,59 -0,64 0,5497 -89,87 55,19 -1,63 0,1644 
Conc. etanol 1,64 1,23 1,33 0,2408 95,07 58,74 1,62 0,1665 2,92 1,59 1,83 0,1264 107,50 55,19 1,95 0,1090 
Solvente/folha 6,49 1,23 5,26 0,0033 87,22 58,74 1,48 0,1977 7,62 1,59 4,78 0,0050 98,37 55,19 1,78 0,1348 
 FT   t = 45 min CA   t = 45 min FT   t = 60 min CA   t = 60 min 
Média 
 
29,62 0,61 48,92 0,0000 184,69 32,47 5,69 0,0023 29,93 0,52 57,81 0,0000 196,74 40,60 4,85 0,0047 
Curvatura 
 
18,57 2,32 8,01 0,0005 113,42 124,34 0,91 0,4035 17,24 1,98 8,70 0,0003 77,14 155,49 0,50 0,6408 
Temperatura 
 
4,71 1,21 3,89 0,0116 -57,80 64,94 -0,89 0,4142 6,51 1,04 6,28 0,0015 -84,80 81,20 -1,04 0,3442 
Potência US 
 
-0,90 1,21 -0,74 0,4907 -87,42 64,94 -1,35 0,2360 0,48 1,04 0,47 0,6608 -107,01 81,20 -1,32 0,2447 
Conc. etanol 3,73 1,21 3,08 0,0273 121,05 64,94 1,86 0,1213 3,56 1,04 3,44 0,0184 143,92 81,20 1,77 0,1365 
Solvente/folha 6,37 1,21 5,26 0,0033 112,85 64,94 1,74 0,1427 6,83 1,04 6,59 0,0012 127,57 81,20 1,57 0,1770 
Valores marcados em negrito foram significativos (P< 0,1). 
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Devido ao grande número de acetogeninas que a folha da gravioleira contém e a 
dificuldade de obtenção de padrões comerciais, a anonacina, por ser a acetogenina majoritária 
na graviola, foi utilizada para a quantificação. Embora as acetogeninas apresentem diferentes 
polaridades (Alali et al., 1999), elas apresentam estruturas químicas semelhantes e massas 
moleculares variando entre 550 a 650 mol/g, de uma forma geral. Sendo assim, a anonacina 
foi utilizada nesse estudo como uma espécie de marcador químico para avaliação dos 
processos de extração, pois, se sua extração for alta em um determinado processo, 
possivelmente a extração das demais acetogeninas também será devido às semelhanças acima 
mencionadas. 
Na Tabela 6 é apresentada a estimativa dos efeitos do planejamento fatorial para 
respostas CA medida pela metodologia ORAC e para a CAn, no tempo de 15 min de extração. 
 
Tabela 6. Estimativa dos efeitos para as respostas capacidade antioxidante (CA) medida por 
ORAC, no tempo de extração de 15 min, com nível de significância de 10% (p<0,1). 
 ORAC  t = 15’ Anonacina  t = 15’ 
Nome Efeito Erro Padrão t calc 
p-
valor Efeito 
Erro 
Padrão t calc p-valor 
Média 1434,0 96,49 14,86 0,0000 626,24 123,21 5,08 0,0038 
Curvatura 2041,4 369,52 5,52 0,0027 693,94 471,85 1,47 0,2013 
Temperatura 299,52 192,97 1,55 0,1813 -205,51 246,42 -0,83 0,4423 
Potência US 13,38 192,97 0,07 0,9474 -60,84 246,42 -0,25 0,8148 
Conc. etanol -309,53 192,97 -1,60 0,1696 1238,1 246,42 5,02 0,0040 
Solvente/folha 204,60 192,97 1,06 0,3375 -508,43 246,42 -2,06 0,0940 
Valores marcados em negrito foram significativos (P< 0,1). 
Analisando a Tabela 6, observou-se que para a variável-dependente concentração 
de anonacina o efeito da variável concentração de etanol foi positivo e significativo (p0,1). 
Ao elevar a porcentagem de etanol na solução extratora favoreceu-se a extração de anonacina, 
o que era esperado devido à redução da polaridade do meio solvente, favorendo a extração de 
compostos de caráter lipofílico, como é o caso das acetogeninas. As variáveis-independentes 
temperatura e potência de ultrassom não apresentaram efeitos significativos para a extração de 
anonacina. Nota-se, contudo, que o aumento da razão solvente/folha (passando de 10 mL para 
40 mL por g) teve efeito negativo e significativo para a extração de anonacina, indicando 
pouco material vegetal para muito solvente. 
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As condições dos ensaios e as concentrações de anonacina quantificadas nos 
extratos após 15 minutos de extração podem ser visualizadas na Tabela 6. 
Tabela 6. Concentração de anonacina, expressa em µg/g folha, e medida da capacidade 
antioxidante pela metodologia ORAC, expressa em µmol TEAC/g de folha, dos extratos 
obtidos no delineamento fatorial fracionado 24-1, com 15 minutos de extração. 
Ensaios 
Temperatura 
(°C) 
Potência US 
(W) 
Etanol/água (v/v) 
(%) 
Solvente/folha 
(mL/g) 
Conc. Anonacina 
(µg/g folha) 
CA (ORAC) 
(µg/g folha) 
1 30 0 10/90 10 1,0 1638,8 
2 70 0 10/90 40 2,6 1728,2 
3 30 800 10/90 40 1,2 1340,9 
4 70 800 10/90 10 23,9 1647,1 
5 30 0 90/10 40 1019,9 1229,3 
6 70 0 90/10 10 1603,0 1112,9 
7 30 800 90/10  10 1893,9 920,0 
8 70 800 90/10 40 464,4 1846,7 
9 50 400 50/50 25 990,9 2412,4 
10 50 400 50/50 25 1019,1 2287,7 
11 50 400 50/50 25 909,6 2664,1 
  Resultados expressos em base seca. 
A condição na qual se obteve a maior concentração de anonacina foi T=30 °C, 
Potência de US de 800 W, 90% etanol e 10 mL de solvente/g de folha. Os cromatogramas 
obtidos para a quantificação de concentração de anonacina no extrato obtido no ensaio E7 
encontram-se no Apêndice 2. Para a quantificação da anonacina nos extratos foi contruída 
uma curva de calibração de 7 pontos, em triplicata, com concentrações do padrão variando de 
10 a 200 ng/mL. O ajuste foi de R2 = 0,9951. 
Em relação à capacidade antioxidante medida por ORAC, os maiores valores 
foram os dos extratos obtidos na condição do ponto central, T=50 °C, Potência de US de 400 
W, 50% etanol e 25 mL de solvente/g de folha. 
3.4. Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 
Após a avaliação dos efeitos das 4 (quatro) variáveis de processo (x1 - 
temperatura, x2 - potência de ultrassom, x3 - concentração de etanol e x4 - razão 
solvente/folha), optou-se por realizar o DCCR somente com as variáveis x1 e x3. Embora a 
variável x4 tenha apresentado um efeito positivo e significativo para a extração de FT em 
todos os tempos avaliados, esta variável também teve efeito significativo, porém negativo, 
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para outra resposta bastante importante: a concentração de anonacina (CAn). Conforme 
discutido anteriormente, para esta resposta a variável x3 foi bastante significativa. Dessa 
forma, adotou-se como estratégia realizar um planejamento completo somente as variáveis x1 
e x3, fixando-se a variável x4 no ponto central (25 mL de solvente /g de folha). Para o DCCR a 
faixa de concentração de etanol estudada inicialmente foi ligeiramente reduzida, mantendo-se 
a faixa de temperatura. As condições de mínimo e máximo do delineamento fracionado foram 
fixadas nos pontos axiais (-1,41 e +1,41), em virtude de condições operacionais e viabilidade 
de custo energético. As variáveis dependentes avaliadas foram fenólicos totais (FT), 
concentração de anonacina (CAn) e capacidade antioxidante (CA) medida pelas metodologias 
ABTS e ORAC. Os valores codificados e reais utilizados no DCCR encontram-se na Tabela 7.  
Tabela 7. Variáveis do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR). 
Variável Unidade -1,41 -1 0 +1 +1,41 
Temperatura (x1) °C 30,2 36 50 64 69,8 
Conc. etanol (x2) % 20,3 29 50 71 79,7 
Na Tabela 8 encontram-se os parâmetros fixados para cada um dos 11 ensaios, 
sendo 3 repetições no ponto central. 
Tabela 8. Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com valores reais e 
resultados da concentração de fenólicos totais (FT), em mg de EAG/g de folha, capacidade 
antioxidante medida pelas metodologias ABTS e ORAC, em µmol de TE/g de folha e 
concentração de anonacina, em µg/g folha.  
 T (°C) % etanol FT ABTS ORAC Anonacina 
Ensaios X1 X2 Y1 Y2 Y3 Y4 
1 36 29 32,1 222,7 1011,2 nd* 
2 64 29 36,6 227,3 1940,8      nd 
3 36 71 28,0 261,2 1695,2 27,0 
4 64 71 32,2 298,9 1831,7 50,7 
5 30,2 50 34,4 160,2 2072,6 7,9 
6 69,8 50 45,8 202,6 1820,7 12,0 
7 50 20,3 31,7 196,9 1556,4 nd 
8 50 79,7 29,2 149,3 1356,0 29,2 
9 50 50 42,7 195,6 1829,5 93,4 
10 50 50 41,2 194,0 1602,5 74,3 
11 50 50 42,1 194,5 1725,9 152,2 
  *nd – não detectado 
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3.4.1. Extração de fenólicos totais 
Na Tabela 9 são apresentados os resultados da análise de regressão. Não foram 
significativos os termos lineares da concentração de etanol, da interação entre a temperatura e 
a concentração de etanol; além do termo quadrático da temperatura. Estes, portanto, foram 
incorporados aos resíduos para o cálculo da ANOVA apresentada na Tabela 10. Como o Fcal 
para a regressão (18,8) foi significativo (p < 0,05) e a porcentagem de variação explicada (R²) 
foi considerada adequada, 82,4%, concluiu-se que o modelo se ajustou bem aos dados 
experimentais. 
 
Tabela 9. Coeficientes de regressão para a resposta fenólicos totais. 
Nome Coeficiente Erro Padrão t calculado p-valor 
Média 41,99 1,14 29,78 0,0000 
X1 3,11 0,86 3,60 0,0155 
X12 - 1,72 1,03 - 1,67 0,1548 
X2 - 1,49 0,86 - 1,73 0,1446 
X22 - 6,54 1,03 - 6,36 0,0014 
X1 . X2 - 0,04 1,22 - 0,03 0,9737 
A equação do modelo da superfície de resposta e da curva de contorno da Fig. 11 
que correlaciona os fatores temperatura e concentração de etanol na extração de compostos 
fenólicos totais é representada pela Equação 3. 
Y₁ = 41,99 + 3,11 x₁ - 1,72 x₁² - 1,49 x₂ - 6,54 x₂² - 0,04 x₁ x₂ (Eq. 3) 
Que reparametrizada é caracterizada pela Equação 4. 
Y₁ = 40,37 + 3,11 x₁ - 6,03 x₂²         (Eq. 4) 
Tabela 10. ANOVA para fenólicos totais. 
Fonte de variação Soma dos Quadrados GL* Quadrado Médio Fcal p-valor 
Regressão 302,2 2 151,1 18,8 0,0009
5 Resíduos 64,4 8 8,0   
Falta de Ajuste 63,3 6 10,5 19,3 0,0501
0 Erro Puro 1,1 2 0,5   
Total 366,5 10    
        *GL – Graus de liberdade 
  
Na Fig. 10 podem ser visualizados os valores experimentais versus os preditos 
obtidos pelo modelo. 
79 
 
 
 
 
Figura 10. Valores experimentais versus preditos para a resposta concentração de fenólicos 
totais. 
Por meio da superfície de resposta gerada pelo modelo (Figura 11), foi 
possível obter as condições de temperatura e de concentração de etanol que resultaram 
na maior extração de FT. É possível verificar por meio da superfície e das curvas de 
contorno que para a variável-dependente concentração de etanol a faixa ótima para 
extração de FT é ao redor de 50%, enquanto que para a variável temperatura está em 
torno de 70 °C. 
 
 
 
Figura 11. Superfície de resposta e curva de contorno para a concentração fenólicos totais em 
função da porcentagem de etanol (x2) versus temperatura de extração (x1). 
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3.4.2. Extração de anonacina 
Na Tabela 11 são apresentados os resultados da análise de regressão. Não foram 
significativos os termos lineares da temperatura, da concentração de etanol e da interação 
entre temperatura e concentração de etanol, os quais foram incorporados aos resíduos para o 
cálculo da ANOVA (Tab. 12). Como o Fcal (Tabela 12) para a regressão (12,8) foi 
significativo a p < 0,05 e a porcentagem de variação explicada (R²) de 76,2% foi considerada 
adequada, concluiu-se que o modelo se ajustou bem aos dados experimentais. 
Tabela 11. Coeficientes de regressão para a resposta concentração de anonacina. 
Nome Coeficiente Erro Padrão t calculado p-valor 
Média 106,60 15,50 6,88 0,0010 
X1 3,68 9,49 0,39 0,7144 
X12 - 46,54 11,30 - 4,12 0,0092 
X2 14,87 9,49 1,57 0,1780 
X22 - 44,22 11,30 - 3,91 0,0113 
X1 . X2 5,91 13,42 0,44 0,6783 
 
A equação do modelo da superfície de resposta e da curva de contorno da Figura 
11 que correlaciona os fatores temperatura e concentração de etanol na extração de anonacina 
é representada pela Equação 5. 
Y2 = 106,60 + 3,68 x₁ - 46,54 x₁² + 14,87 x₂ - 44,22 x₂² + 5,91 x₁ x₂  (Eq. 5) 
Que reparametrizada é caracterizada pela (Equação 6). 
Y2 = 106,60 - 46,54 x₁² - 44,22 x₂²      (Eq. 6) 
Tabela 12. ANOVA para concentração de anonacina. 
Fonte de variação Soma dos Quadrados GL Quadrado Médio Fcal p-valor 
Regressão 17993,5 2 8996,7 12,8 0,0032 
Resíduos 5621,0 8 702,6   
Falta de Ajuste 2324,1 6 387,4 0,2 0,9293 
Erro Puro 3296,9 2 1648,4   
Total 23614,5 10    
 
Na Fig. 12 podem ser visualizados os valores experimentais versus os preditos 
obtidos pelo modelo. 
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Figura 12. Valores experimentais × preditos para a resposta concentração de anonacina. 
 
Através da superfície de resposta gerada pelo modelo (Figura 13), foi possível 
obter as condições de temperatura e de concentração de etanol que resultam na maior extração 
de anonacina. Por meio da superfície e das curvas de contorno obtidas para a variável 
concentração de etanol verificou-se que a faixa ótima para extração da acetogenina anonacina 
está em torno de 50%, enquanto que para o fator temperatura está ao redor de 50 °C. 
 
 
Figura 13. Superfície de resposta e curva de contorno para a concentração anonacina em 
função da temperatura de extração (x1) versus porcentagem de etanol (x2). 
Na Figura 14 é apresentado o cromatograma UPLC-QTOF-MS do extrato 
hidroalcoólico de folha da gravioleira obtido na condição do ponto central, ensaio E11 
mostrando todos os picos de íons [M+H]+ = 597.47 (anonacina) extraídos da amosta. 
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Figura 14. Cromatograma UPLC-QTOF-MS do extrato hidroalcoólico de folha da gravioleira 
obtido na condição do ponto central: 50% EtOH, 50 °C, razão solvente 25 mL/g de folha-
(b.s).  Todos os picos de íons [M+H]+ = 597.47 (anonacina) extraídos da amosta. 
 
3.4.3. Capacidade antioxidante (CA) 
Para a resposta capacidade antioxidante avaliada pelos métodos ABTS e ORAC 
não foi possível a obtenção de modelos pois as variações explicadas (R2) foram muito baixas, 
15,3% e 55,5%, respectivamente. Nenhum dos termos das análises de regressão foi 
significativo, concluindo-se, portanto, que os modelos não se ajustaram aos dados 
experimentais. 
3.4.4. Validação 
A partir das análises de superfície de resposta foi possível determinar as condições 
de processo em que se obtêm, simultaneamente, altas concentrações de fenólicos e de 
acetogeninas (anonacina). Para a validação do modelo foram utilizadas as seguintes condições 
de processo: temperatura = 50 °C e concentração de etanol= 50%. 
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A Tabela 13 mostra os resultados preditos e observados obtidos pelo ensaio de 
validação experimental. Foram feitas triplicatas de processo. 
Para a variável Y1 o resultado experimental assemelha-se ao resultado predito. 
Para as variáveis Y2 e Y3 não foi possível comparar os resultados pela falta de modelos. 
Infelizmente não foi possível validar o modelo para a resposta concentração de anonacina 
(Y4) em virtude da impossibilidade de realização das análises cromatrográficas. 
Tabela 13. Resultados preditos e experimentais obtidos nas condições de ponto ótimo de 
processo. 
 Resultado experimental* Resultado predito 
FT (Y1) 45,1±2,0 40,37 
ABTS (Y2) 348,5±7,3 - 
ORAC (Y3) 2947,6±225,2 - 
*modelo reparametrizado, constituído apenas dos parâmetros significativos. 
3.5. Extrações aquosas 
As infusões feitas com água quente (90 °C) solubilizaram apenas 0,21% (0,65 ± 
0,07 µg/g-b.s.) de anonacina a partir de 2,5 g de folhas secas quando comparadas com 
extrações feitas por Moraes et al. (2016) empregando extração acelarada por solvente 
utilizando metanol e etanol absolutos a 100 °C e 10 Mpa. No estudo os autores encontraram 
305,6 ± 28,3 µg/g-b.s. de anonacina nos extratos metanólicos e  226,0 ± 0,1 µg/g-b.s. nos 
extratos etanólicos. Quando foram utilizadas 5,0 g de folha no preparo de outra infusão, 
apenas 0,11% (0,33 µg/g-b.s.) da anonacina foi solubilizada. Dessa forma concluiu-se que 
sachês de chá contendo cerca de 5 g de folhas de gravioleira secas em pó não irão solubilizar 
uma maior quantidade de anonacina do que sachês contendo 2,5 g. As concentrações de FT 
encontradas no mesmo estudo foram 100,3±2,8 e 93,2± 2,0 mg EAG/g folha,  para os extratos 
metanólicos e etanólicos, respectivamente. 
Champy et al. (2005) determinaram a concentração de anonacina de infusões e 
decocções feitas com 2,5 g de folhas de graviola em 250 ml H2O, por 10 min, utilizando um 
extrato metanólico (100 g /L) para efeito de comparação na determinação do rendimento dos 
extratos. A quantificação foi feita por MALDI-MS e os valores encontrados foram 56±22 
mg/Kg, 56±14 mg/Kg e 318 mg/Kg, respectivamente. A comparação entre os extratos indicou 
que, apesar da sua hidrofobicidade, quase 20% do total de anonacina extraída com metanol 
foram recuperados nas preparações aquosas.  
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4. Conclusão 
A partir das análises da superfície de resposta foi possível determinar as condições 
de processo em que se obtêm as maiores extrações de compostos fenólicos e anonacina, 
Temperatura = 70 °C e 50% etanol e Temperatura = 50 °C e 50% de etanol, respectivamente. 
Em relação ao estudo da capacidade antioxidante medida pela metodologia ABTS e ORAC 
não foi possível obter modelo. 
Conclui-se por meio desse estudo que as folhas de gravioleira e seus extratos 
hidroalcoólicos contêm quantidades significativas da acetogenina anonacina e, possivelmente, 
de outras acetogeninas presentes nas folhas, bem como de compostos fenólicos. 
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Abstract 
Graviola leaves are used by some people to try to treat or even cure cancer, even 
though over-consumption of the fruit, which contains the neurotoxins annonacin and 
squamocin, has caused an atypical form of Parkinson’s disease. In previous analyses, the 
fruits were extracted with methanol under ambient conditions before analyses. In the present 
study, UPLC-QTOF-MS and NMR were used to analyze freeze-dried graviola leaves that 
were extracted using dry methanol and ethanol at 100 oC and 10 MPa (100 atm) pressure in a 
sealed container. Methanol solubilized 33% of the metabolites in the lyophilized leaves. 
Ethanol solubilized 41% of metabolites in the the lyophilized leaves. The concentrations of 
total phenolic compounds were 100.3 ± 2.8 and 93.2 ± 2.0 mg gallic acid equivalents per g of 
sample, for the methanolic and ethanolic extracts, respectively. Moreover, the toxicophore 
(unsaturated γ-lactone) that is present in neurotoxic acetogenins was found in the lipophilic 
portion of this extract. The concentrations of the neurotoxins annonacin and squamocin were 
found by UPLC-QTOF-MS to be 305.6 ± 28.3 and 17.4 ± 0.89 µg/g-dw, respectively in the 
dried leaves. Pressurized methanol solubilized more annonacin and squamocin than ethanol. 
On the other hand, a hot, aqueous infusion solubilized only 0.213% of the annonacin and too 
little of the squamocin to be detected. So, graviola leaves contain significant amounts of the 
neurotoxins annonacin and squamocin, as well as some potentially healthy phenolic 
compounds. Finally, the potential neurotoxicity of whole leaves in dietary supplements could 
be much higher than that of a tea (hot aqueous infusion) that is made from them. 
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1. Introduction 
Graviola (Annona muricata) is a tropical fruit in the Annonaceae family that is 
grown in Asia, South America and many tropical islands (Gajalakshmi, Vijayalakshmi and 
Devi, 2012; Lannuzel and Michel, 2009). The leaves can be used to make a tea (Port’s et al., 
2013; Hansra et al., 2014) or consumed whole as dietary supplement in capsules that may 
have some health effects – possibly even for treating cancer (Torres et al., 2012). However, 
over-consumption of graviola and products made from it may have caused an atypical form of 
Parkinson’s diseases on the French Caribbean island of Guadeloupe and the Pacific island of 
Guam (Caparros-Lefebvre and Elbaz, 1999; Champy et al., 2005; Badrie; Schauss, 2009). 
This is due to the presence of neurotoxic acetogenins, such as annonacin and squamocin 
(Figs. 1-2). Like other neurotoxic acetogenins, they contain an unsaturated -lactone group 
that is the toxicophore (Smith, Tran and Richards, 2014). However, the neurotoxicity could be 
strongly dependent on the dose. That is, the first rule of toxicology is that the dose is the 
poison (Smith, 2014). It was over-consumption, not consumption of graviola that caused 
Parkinson’s disease. The dose of neurotoxic acetogenins that one consumes is very dependent 
on the form of graviola that is ingested. For example, one study used a tea made by from 10 - 
12 dry leaves that were boiled in 8 oz (about 237 ml) water for 5 - 7 min (Hansra et al., 2014). 
Since acetogenins have very low solubilities in water (Höllerhage et al., 2009), this would 
have been a relatively low dose. The dose can be estimated from a previous study that found 
about 56 mg of annonacin per kg of leaves when about 2.5 g of leaves were boiled for 10 min 
in water (Champy et al., 2005). On the other hand, much higher doses would be consumed if 
one were to ingest the entire leaves in a dietary supplement. That is, one group reported that 
the “therapeutic dose” of graviola leaves is 2-3 g, taken 3 or 4 times daily (Sun et al., 2014). If 
whole leaves are consumed, the expected dose would be higher than that in a tea. To estimate 
the concentration, 100 g of dried leaves were extracted with 1 L of methanol (Champy et al., 
2005). This recovered almost six times as much annonacin (about 300 mg/kg) as did the 
boiling water. However, this analysis was done with matrix assisted laser desorption and 
ionization coupled to time of flight mass spectrometry or MALDI-TOF MS (Champy et al., 
2005), which separates analytes based on their molecular weights. So, annonacin will not be 
separated from its isomers. This could cause an over-estimation of the concentration of 
annonacin, since its isomers will also be detected by the MALDI-TOF MS. It was observed 
that boiling methanol was not able to solubilize all the annonacin or squamocin from another 
fruit in the Annonaceae family, the North American pawpaw (Asimina triloba; Potts et al., 
91 
 
 
 
2012). That is, the method used to extract annonacin and squamocin can affect the results of 
the analysis. Boiling water will not solubilize all the annonacin or squamocin. Instead, 
pressurized liquid extraction using dry methanol at 100 oC and 10 MPa (100 atm) pressure 
can solubilize over seven times as much annonacin and even some squamocin from the fruits 
(Potts et al., 2012). So, it is important to use hot, dry pressurized methanol to extract all the 
annonacin and squamocin. It is also important to use liquid chromatography coupled to high 
resolution mass spectrometry (LC-HRMS) to separate and detect isomers of annonacin and 
squamocin (Levine et al., 2015).  
LC-HRMS is especially useful when trying to quantify trace components, like 
acetogenins. The MS can be tuned so that it is as sensitive as possible for the analytes of 
interest (Smith, 2014). However, the sensitivities for other analytes that are present in a 
sample are quite different. So, standards are required when quantifying analytes by MS. On 
the other hand, 1H-NMR has the same sensitivity for all the hydrogens (1H isotope) in the 
sample (Smith, 2014). So, it can be used without standards to determine the relative 
concentrations of different types of hydrogens in a sample (Smith, 2014). Moreover, 13C-
NMR can be used to determine how many different kinds of carbons are in a sample and to 
identify the types of compounds that are present (Smith, 2014). Therefore, NMR can be very 
useful in analyzing relatively unknown samples. NMR was used to analyze extracts of A. 
muricata for the presence of the α,β-unsaturated-γ-lactone toxicophore that is present in 
neurotoxic acetogenins (Machado et al., 2015).  
Even though graviola leaves have been reported to contain about 300 mg/kg 
annonacin (Höllerhage et al., 2009), 32 mg/kg total phenolics and 5.6 mg/kg total flavonoids 
(Port’s et al., 2013), little is known about its major chemical constituents. Even the 
concentration of total soluble substances is not well known. That is, the concentration 
depends on the method used to extract the soluble substances. For example, when dried leaves 
were soaked in distilled water for 48 hs, about 5% of the solids dissolved (Florence et al., 
2014). Another obtained only a 3.62% yield when leaves were extracted twice with distilled 
water at room temperature (Adewole et al., 2009). When soaked for 48 hs in 80% ethanol, 
about 10.55% of the compounds in the leaves dissolved (Foong and Hamid, 2012; Hamizah et 
al., 2012). A different study percolated dry leaves with 95% ethanol to get a 19.3% yield of 
soluble substances (Singleton et al., 1999).  
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So, the aims of this work were characterizing the extracts obtained by this 
technique and see if methanol and ethanol present different results, as well as analyze 
annonacin and squamocin.    
2. Materials and methods 
2.1. Chemicals and graviola leaves 
 
Methanol (CH3OH), chloroform (CHCl3), acetonitrile (CH3CN) and ethanol were 
from Honeywell Burdick & Jackson (Muskegon, MI, USA).  Deuterated chloroform (CDCl3), 
deuterated methanol (CD3OD) and deuterated water (D2O) were from SigmaAldrich (St. 
Louis, MO). Leucine-enkephalin was purchased from Waters (North Kingstown, RI, USA). 
Lyophilized graviola leaves were obtained by Ingrid de Moraes from a commercial cultivation 
located in the city of Trairi (Ceará, Brazil), latitude 3°22'15.98"S and longitude 
39°17'34.46"W. Voucher specimens are kept at Herbarium Prisco Bezerra of under number 
58330, at Federal University of Ceará, Fortaleza – CE, Brazil. After being harvested, the 
leaves were washed, sanitized with a sodium hypochlorite solution (100 µL L-1 or 100 ppm) 
and then lyophilized in a model LP 510 lyophilizer (Liobrás, São Carlos, SP - Brazil), at 
Embrapa Tropical Agroindustry located in Fortaleza, Ceará, Brazil. 
 
2.2. Extractions 
 
About 10 g of lyophilized leaves were mixed with enough of HydroMatrixTM 
(SigmaAldrich, St. Louis, MO) to fill the 100 ml stainless steel sample cell used in an 
Accelerated Solvent Extractor (ASE, ThermoFisher Scientific, Sunnyvale, CA). Then, 
CH3OH or ethanol was added while the temperature and pressure were increased to 100 oC 
and 10.3 MPa (100 atm) over a 3 min time (static time). Next, the solvent was purged into a 
collection vessel. A total of four cycles were run to statically extract the sample, resulting in a 
total volume of about 160 mL. The solvent was evaporated off and the oily residues 
remaining after extraction with each solvent were weighed. A portion of the residue obtained 
from the methanol extraction was dissolved in 99.99% CD3OD and analyzed by NMR. 
Portions of the methanolic and ethanolic residues were analyzed for total phenolics, as 
described below. Then, portions of the residues obtained from the methanolic and ethanolic 
extraction were partitioned between CHCl3 and water. The CHCl3 phase was collected, the 
solvent evaporated off, the residue redissolved in CDCl3 and NMR spectra acquired. Finally, 
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a 10 g portion of dried leaves were extracted by ultrasonication. It was done with 200 ml of 
50% ethanol plus 50% water at 40 oC for 10 min, using an Ultracelaner 1450 ultrasonicator 
from Unique, (Indaiatuba, SP, Brazil). It was done at a frequency of 20 kHz and with 800 W 
power. This extract was also analyzed for total phenolics. 
Also, three portions of about 2.5 g and one portion of about 5.0 g of lyophilized 
leaves were added to 237 ml (one cup) of water at 90 °C for 10 min, after which the solutions 
were filtered and analyzed by LC–MS/MS. 
 
2.3. NMR Analyses 
 
1H and 13C{1H}-NMR spectra were obtained using an Agilent DD2 600 MHz 
NMR (Santa Clara, CA). A 30o pulse width and 1 sec pulse delay were used for the 1H NMR, 
while a 30o pulse width and 2 sec pulse delay were used for the 13C-NMR spectra. Chemical 
shifts were referenced to either the CD3OD peaks at 3.35 and 4.78 (for 1H) and 49.3 ppm (for 
13C) or the CDCl3 peaks at 7.27 and 77.23 ppm for 1H and 13C, respectively.   
 
2.4. Analysis for total phenolic compounds 
 
The concentrations of total phenolics in the methanolic and ethanolic extracts 
were determined using the Folin-Ciocalteu reagent and a gallic acid reference standard, as 
described previously (Singleton et al., 1999). Results were expressed as mg gallic acid 
equivalents per g of sample, or mg GAE/g-dw. 
 
2.5. UPLC-QTOF-MS analysis 
 
First, about 10 mg of each of the residues remaining after evaporating the solvent 
off of the hot, pressurized extracts was dissolved in 5 ml of ethanol:H2O (1:1, v/v) and passed 
through a LC-18 Supelclean 6 ml (0.5 g) solid phase extraction (SPE) cartridge (Supelco, 
Bellefonte, PA, USA) that was preconditioned by washing it three times with CH3OH and 
then equilibrated with 3 ml of deionized water. The acetogenins were eluted with 6 ml of 
CH3CN. The CH3CN was evaporated off and the residue redissolved in 1 ml of CH3CN:H2O 
(15:7, v/v). The residues from each sample were analyzed by positive ion UPLC-MS analysis 
using a Xevo UPLC-QTOF from Waters (Milford, MA) and an Acquity UPLC BEH C18 
column,1.7  µm, 2.1 mm x 100 mm. A gradient elution was used with a mixture of H2O and 
CH3CN and 0.1% formic acid, flowing at 400 µl/min. That is, even though the concentrations 
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of H2O and CH3CN varied, the concentration of formic acid did not. It was held constant at 
0.1%. It started with 35:65 H2O/CH3CN (v/v) for the first 25 min, then increased linearly to 
1:9 H2O/CH3CN (v/v) from 25 to 30 min. It was held at 1:9 H2O/CH3CN (v/v) from 30 to 35 
min, then decreased linearly to 35:65 H2O/CH3CN (v/v) from 35 to 36 min and held at this 
from 36 to 40 min. The MS spectra were acquired in positive ion mode with an electrospray 
ionization (ESI) source. The MS parameters were as follows: desolvation temperature 350 oC, 
capillary voltage 3.2 kV, sampling cone voltage 32 V, extraction cone voltage 1.0 V, source 
temperature 120 oC, cone gas 2L/h, dessolvation gas flow 350 L/h, purge gas flow 350 L/h, 
collision energy 5.0 V. Centroid data were collected for each sample in a range 110 Da to 800 
Da, and the m/z value of all acquired spectra was automatically corrected during acquisition 
based on lockmass by infusing 200 pg/l of leucine-enkephalin thorough Lockspray at a flow 
rate of 20 µl/min. The calibration was performed achieve an acceptable accuracy error of ± 5 
ppm. The accurate mass and molecular formula denomination were acquired with the 
MassLynx 4.1 software (Waters MS Technologies).  
Annonacin and squamocin standards from Pierre Champy at the University of 
Paris were used to identify and quantify the peaks due to annonacin (1) and squamocin (2). 
They eluted at 14.1 and 15.6 min, respectively. Ions with m/z = 597.47 and 623.48 Da were 
used to quantify annonacin and squamocin, respectively. Calibration curves were obtained 
using 10-200 ng/ml annonacin and squamocin, assuming that the standards were 100% pure. 
Samples were injected in triplicate with results reported as the average ± standard deviation. 
3. Results and Discussion 
3.1. Extraction  
Dry methanol at 100 oC and 10 MPa (100 atm) pressure solubilized 33% of the 
leaves, while ethanol under the same conditions solubilized 41%. So, hot, pressurized 
methanol extracted much more material than boiling (or percolating) under ambient pressure, 
which solubilized 19.3% of the leaves in a previous study (Port’s et al., 2013). The 
concentration of total phenolic compounds that were found using hot, pressurized methanol 
extraction was 100.3 ± 2.8 mg GAE/g. This compares to 93.2 ± 2.0 mg GAE/g in the hot, 
pressurized ethanol extract, 54.6 mg GAE/g in the ultrasonic extract using 50% ethanol and 
the value of 33 mg GAE/g that was found by others when leaves were extracted with boiling 
water. So, extraction with dry methanol at 100 oC and 10 MPa (100 atm) pressure can extract 
more phenolic compounds than boiling water under ambient pressure. 
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3.2. NMR analysis 
The 1H and 13C{1H}-NMR spectra of the methanolic extract of lyophilized 
graviola leaves are shown in Figs. 1 and 2. They both contain signals (chemical shifts) due to 
the CH3–(CH2)nCH2COOR of esters (1H: 0.66–1.0 and 1.1–1.4 ppm;13C: 14.6, 16.3–39.3 and 
175–177 ppm), the  -HCOH and -H2COH of carbohydrates (1H: 3.0–5.4 ppm;13C: 62.2–108.8 
ppm) and the HC= C of aromatic hydrogens in phenolic compounds (1H:6.4–8.1 ppm;13C: 
125.5–166.2 ppm). There are also signals due to -CH2-HC= CH- portion of unsaturated fatty 
acyls (1H: 6.4 ppm;13C: 108.9–119.5 ppm). The relative contributions to the total peak area in 
the 1H spectrum were 24% alkyl (CH3–(CH2)n), 46% carbohydrate, and 4.2% phenyl. There 
were no peaks due to dior triglycerides. The alkyl, carbohydrate and carbonyl carbons all 
produced chemical shifts that were consistent with the presence of esters of fatty acyls and 
sugars. These are more commonly called fatty acid glycosides. They have been found in the 
tropical fruit called noni (Morinda citrifolia) and have anticancer properties (Smith et al., 
2014; Akihisa et al., 2007; Kim, 2010). It should also be noted that even though the 
methanolic extract was green due to the presence of chlorophyll, the chlorophyll was present 
at too low of a concentration to produce peaks in the NMR spectra. There may also be some 
signals due to terpenes that may be slightly soluble in methanol, even though they are usually 
extracted using hexane.  
 
Fig. 1 1H-NMR spectrum of methanolic extract (100 ºC, 100 MPa) of lyophilized graviola 
leaves, in CD3OD. Peaks: 1: –CH3; 2: –(CH2)n; 3: H2C–CH=CH–; 4: HCO of sugars 5: 
phenyls and/or phenolics.  
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Fig. 2 13C{1H}-NMR spectrum of methanolic extract (100 ºC, 100 MPa) of lyophilized 
graviola leaves, in CD3OD.  
 
 
 
 
1  Structure of annonacin: C35H64O7, MW 596.88 
2  Structure of squamocin: C37H66O7, MW = 622.92 
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About 37.5% of the methanolic extract partitioned into CHCl3. The 1H and 
13C{1H}-NMR spectra of this lipophilic portion of the methanolic extract are shown in Figs. 3 
and 4. There are chemical shifts at or about 7.0 and 7.2 ppm due to the unsaturated γ-lactone 
toxicophore that is in neurotoxic acetogenins (Luo et al., 2013), and very small signals due to 
four different HC=C hydrogens in chlorophyll at 8.00, 8.55, 9.29 and 9.52 ppm. 
 
 
Fig. 3 1H NMR spectrum of the portion of the methanolic extract (100 ºC, 10 MPa) of oven 
dried graviola leaves that partitioned into CHCl3, redissolved in CDCl3. Peaks: 1: –CH3; 2: –
(CH2)n; 3: H2C–CH=CH–; 4: HCO of sugars; 5: HC=CH; 6: HC=C in the unsaturated γ-
lactone toxicophore in acetogenins; 0.1% CHCl3 in 99.9% CDCl3 solvent.  
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Fig. 4 13C{1H}-NMR of the portion of the methanolic extract (100 ºC, 10 MPa) of oven dried 
graviola leaves that partitioned into CHCl3, redissolved in CDCl3.  
In comparison, the 1H and 13C{1H}-NMR spectra of the portion of the ethanolic 
extract that partitioned into CDCl3 are shown in the Supplementary Material. The chemical 
shifts due to the unsaturated γ-lactone toxicophore are also present.  
 
3.3. LC-MS analysis 
Seven point calibration curves each for annonacin (1) and squamocin (2) showed 
adequate linear correlation between concentration and area (R2 > 0.99), the linear range of 
standard compounds was between 10 to 200 ng/ml for standard compounds. Standards and 
samples were injected in triplicate. The injections showed that the results are highly 
reproducible and repetitive. The LC-MS chromatograms of 200 ng/ml annonacin and 
squamocin standards and the methanolic extract of graviola leaves are shown in Fig. 5.  
Pressurized methanol solubilized more annonacin and squamocin than ethanol. 
That is, 305.6 ± 28.3 µg/g-dw annonacin was found in the methanolic extract and 226.0 ± 
0.07 µg/g-dw was found in the ethanolic extract. On the other hand, 17.4 ± 0.89 µg/g-dw 
squamocin was found in the methanolic extract, and 4.75 ± 0.41 µg/g-dw squamocin was 
found in the ethanolic extract. On the other hand, a hot, aqueous infusion (tea) solubilized 
99 
 
 
 
only 0.213% (0.65 ± 0.07 µg/g-dw) of the annonacin from 2.5 g of dry leaves and too little of 
the squamocin to be detected. When 5.0 g of leaves were used to prepare a tea, only 0.108% 
(0.33 µg/g-dw) of the leaves. So, tea bags containing about 5 g of dry graviola leaves will not 
solubilize much more annonacin than tea bags containing 2.5 g of leaves. Thus, whole 
graviola leaves contain significant amounts of the neurotoxins annonacin and squamocin, as 
well as phenolic compounds. Moreover, the potential neurotoxicities of wholeleaves in dietary 
supplements could be much higher than that of at ea that is made from them. 
 
 
1 
1 
2 
2 
Total Ion Chromatogram  
B 
C 
D 
E 
1 - Annonacin standard 
[M+H]+ 597.47 
2 - Squamocin standard 
[M+H]+ 623.48 
A 
Extracted Ion Chromatogram 
[M+H]+ 597.47 
Extracted Ion Chromatogram 
[M+H]+ 623.48 
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Fig. 5. UPLC-QTOF-MS chromatogram of the hot, pressurized methanolic extract (100 oC, 
10 MPa) of lyophilized graviola leaves – Total ion chromatogram of the sample (A); 
annonacin standard – 200 ng/ml (Rt = 14.1 min) (B); all peaks of ions [M+H]+ = 597.47 
extracted ion chromatogram of the sample (C); squamocin standard – 200 ng/ml (Rt = 15.6 
min) (D); all peaks of ions [M+H]+ = 623.48 extracted of the sample (E). 
 
In conclusion much more material in dried graviola leaves can be solubilized 
using pressurized liquid extraction and either dry methanol or ethanol, with ethanol 
solubilizing a little bit more. The NMR spectra were dominated by peaks due to fatty acid 
glycosides, which may have anticancer and other health benefits (Kimet al., 1998; Akihisa et 
al., 2007; Smith, 2014). They are also surfactants, so they will probably increase the 
solubilities of acetogeninsin hot water. The NMR spectra contained chemical shifts due to the 
unsaturated γ-lactone toxicophore that is in annonacin and squamocin (Machado et al., 2015). 
They are also surfactants, so they will probably increase the solubilities of acetogenins in hot 
water. Finally, the total phenolics in the hot, pressurized methanolic and ethanolic extracts 
were 103.3 and 93.2 mf GAE/g, respectively. 
Moreover, methanol at 100 oC and 10 MPa (100 atm) pressure solubilized 33% of 
the lyophilized graviola leaves. Ethanol solubilized 41% of the lyophilized leaves. The 
concentrations of total phenolic compounds were 103.3 and 93.2 mg GAE/g for the 
methanolic and ethanolic extracts, respectively. Moreover, the toxicophore (unsaturated γ-
lactone) that is present in neurotoxic acetogenins was found in the lipophilic portion of these 
extracts. The concentrations of the neurotoxins annonacin (1) and squamocin (2) were found 
by UPLC-TOF-MS to be 305.6 ± 28.3 and 17.4 ± 0.89 µg/g, respectively in the dried leaves. 
Pressurized methanol solubilized more annonacin than ethanol, while pressurized ethanol 
solubilized more squamocin than methanol. On the other hand, ahot, aqueous infusion (tea) 
made from 2.5 g of dried leaves in 237 ml (one cup) of water solubilized only 0.213% (0.65 ± 
0.07  µg/g-dw) of the annonacin and too little of the squamocin to be detected. 
In summary, we conclude that hot, pressurized ethanol can solubilize more 
material than methanol, the concentrations of total phenolic compounds were 100.3 ± 2.8 and 
93.2 ± 2.0 mg gallic acid equivalents per g of sample for the methanolic and ethanolic 
extracts, respectively, the toxicophore (unsaturated -lactone) that is present in neurotoxic 
acetogenins was found in the lipophilic portion of these extracts, the concentrations of the 
neurotoxins annonacin and squamocin were found by UPLC–TOF–MS to be 305.6 ± 28.3 and 
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17.4 ± 0.89 mg/g, respectively in the dried leaves, pressurized methanol solubilized more 
annonacin and squamocin than ethanol, and a hot, aqueous infusion (tea) made from 2.5 g of 
dried leaves in 237 ml (one cup) of water solubilized only 0.213% (0.65 ± 0.07 µg/g-dw) of 
the annonacin and too little of the squamocin to be detected. 
This work should not be taken as reflecting FDA policy or regulations. 
Appendix A. Supplementary data 
Supplementary data associated with this article can be found, in the online 
version, at doi:10.1016/j.bjp.2015.12.001. 
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Abstract 
 
The properties of ultrafiltration (UF) and nanofiltration (NF) polymeric 
membranes are shown to be able to selectively purify polyphenols. The extracts obtained from 
graviola leaves were subjected to the UF, NF and UF followed by NF, in order to obtain 
partially purified phenolic compounds. Fractions coming from the membrane processes were 
analyzed for their total antioxidant capacity (ABTS and ORAC) and for their total phenolic 
content in order to evaluate the selectivity of each step of the extraction. The performances of 
UF and NF were also evaluated for productivity (permeate fluxes). When comparing the 
processes, the combined membrane system (UF followed by NF) consumed less energy. This 
application can be used to concentrate phenolic compounds from graviola leaves, which are 
usually discarded as waste during the pruning of the trees.  
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1. Introduction 
Graviola (Annona muricata L.), also known as “soursop” in English, “guanábana” 
in Spanish and “corossol” in French, belongs to the Annonaceae family, with about 119 
genera and more than 2000 species. It is an evergreen, terrestrial, erect tree that can grow to 5-
8 meters, with wide, dark green leaves, with mild and bright appearance (São José et al., 
2014). It is native from tropical regions of Central America and North of South America but 
has been distributed throughout all tropical regions (Freitas, 2012). Brazil is the largest 
world’s producer of graviola. The estimated harvest was 20,000 tons in 2012 in a planted area 
of about 1500 ha (ADAB, 2011). Bahia state produces about 85% of graviola in Brazil 
(Lemos, 2014; São José et al., 2014). Fruits are mainly processed as juices, ice cream, jams 
and sweets. The peels, leaves, stem, roots and fruit seeds are also well known and widely used 
in folk medicine, containing a wide variety of chemical compounds known for their medicinal 
properties (Matos; Lorenzi, 2008).  
Graviola leaves are rich in bioactive compounds and have a high antioxidant 
capacity. So, they can be used into an array of high-value-added products, such as dietary 
supplements and phytotherapies. Still, tons of leaves and twigs are discarded annually in 
producing countries because pruning is an indispensable practice for rapidly harvesting the 
fruits.  
Phytochemical screening of ethanolic and aqueous extracts of leaves of A. 
muricata revealed that they are rich in secondary metabolites, such as alkaloids, saponins, 
terpenoids, flavonoids, coumarins and lactones, anthraquinones, tannins, cardiac glycosides, 
phenols and phytosterols (Gavamukulya et al., 2014). The high presence of phenolic 
compounds confers a potent antioxidant capacity to the leaves and their extracts (Nawwar et 
al., 2012). They can prevent the onset and/or progress of oxidative disorders, as well as 
reduce the risk of diseases such as cancer, arthritis, diabetes and other diseases that occur 
during aging (Almela et al, 2006; Tabart et al, 2007).  
The recovery of biactive compounds from plant sources using organic solvents 
such methanol, hexane, chloroform, ethyl acetate, acetone and others have highest 
inconvenient associated to toxicity, which can compromise the final application of the extracts 
in food or pharmaceutic industries. Thus, studies using GRAS solvents (Generally 
Recognized As Safe) has increased. New concentration techniques are also important, since 
these compounds are normally thermally sensitive. Polymeric membranes have shown 
promising results in recovering value-added bioactive compounds (Cissé et al., 2011; Conidi 
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et al., 2012; Cruz et al., 2013; Li and Chase, 2010; Murakami, 2011; Pinto et al., 2014; 
Prudêncio et al., 2012). 
Cassano et al. (2013) investigated systems based on UF processes followed by a 
NF treatment. They produced a purified fraction enriched in low molecular weight 
polyphenols, a concentrated fraction of organic substances and a water stream that can be 
reused for further extractions of olive oil.  Permeate fluxes were much lower when using 
organic solvents, compared to aqueous extracts that also used UF or NF to concentrate 
phenolic compounds (Alles et al., 2015; Cissé et al., 2011).  
The permeate flux decline has been the main drawback of membrane separation 
processes and is a strong obstacle to the industrial acceptance of this technology (Van der 
Bruggen et al., 2008). The problem is even greater when the solution being filtered has a high 
concentration of an organic solvent, such as ethanol, showing an important influence on the 
characteristics of the membrane permeation (Geens et al., 2005; Tsui and Cheryan, 2004). 
The concentration polarization and fouling are the main problems of membrane separation 
processes. This is due to adsorption, gel layer formation, pore blocking and other processes 
(Cassini et al., 2010). They are responsible for the increased resistance to transport through 
the membrane. Thus, identifying the most important fouling mechanisms during the filtration 
process and studying the morphological properties of the membranes can contribute to a better 
understanding of the separation processes. 
There is a global trend in studying separation and concentration processes to 
protect bioactive compounds in plant extracts. So, this study had two goals. The first was to 
evaluate the abilities of ultra and nanofiltration processes to separate, concentrate and partially 
purify bioactive compounds present in graviola leaves. The second was to characterize the 
fouling mechanisms of membranes using atomic force microscopy and Hermia's modeling. 
This enabled better understanding of the phenomena involved in the permeation processes. 
The energy consumption of the evaluated processes were calculated in order to maximize 
yield and minimize energetic consumption. This is essential when considering a downstream 
process for extracting bioactive compounds from a raw material that is usually treated as 
waste. 
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2. Material and methods 
 
2.1. Raw material 
 
Graviola (A. muricata L) leaves were obtained from a commercial cultivation 
located in the city of Trairi – CE, Brazil, latitude 3° 22 '15.98 "S and longitude 39° 17' 34.46" 
W. Voucher specimens are kept at Herbarium Prisco Bezerra under number 58330, at the 
Federal University of Ceará, Fortaleza – CE, Brazil. After harvesting, leaves were selected, 
washed and sanitized with a sodium hypochlorite solution (100 µg/mL) and then dried at 
40°C for 30 hrs in a forced air dryer at Embrapa Tropical Agroindustry, Fortaleza, CE, Brazil. 
Then the leaves were ground into a powder using a knife mill and stored in metallized bags at 
room temperature. 
To obtain hydroalcoholic extracts, powdered graviola leaves were sieved through 
a Tyler series of 0.6 mm (mesh 28) sieves (Granutest, Brazil). The solid-liquid extraction was 
performed at a ratio of 1 g of leaves/20 mL of ethanol:water (1:1 and 7:3, v/v). The flasks 
were capped to prevent solvent evaporation. The extraction was done in a shaker in a 
thermostatic bath (TE-052 Dubnoff Fibralimentar, Tecnal, Brazil), at 80 rpm and 50 °C for 15 
min. Next, the extracts were filtered through a Büchner funnel with vacuum pump. 
Ethanol (EtOH) was from LS Chemicals (Mumbai, India). ABTS (2,2'-azino-
bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt, Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid), fluorescein sodium salt and Folin-Ciocalteu reagent 
were from Sigma Aldrich (St. Louis, MO). Potassium persulfate was from Acros Organics 
(Geel, Belgium). 
2.2.Ultrafiltration (UF) and nanofiltration (NF) processes 
The UF and NF processes were carried out in a tangential filtration system 
(INVICT, MENTEST, Brazil), in a flat sheet module. The system comprises of a stainless 
steel feed tank, jacketed, with a capacity of 1.5 liters, attached to a refrigeration unit to control 
process temperature, and a piston pump with direct drive (model 2SF05SEEL, Cat pump, 
Minneapolis, USA) for feed circulation, a valve for pressure adjustment and pressure gauge to 
control the module's output pressure. The filtration unit has a rectangular shape with 
dimensions of 0.10 m x 0.07 m, making a permeation membrane area of 0.0077 m2. 
110 
 
 
 
All processes were carried out in a simple batch system using the following 
operating parameters: UF - outlet pressure: 0.7 MPa; recirculation flow: 70 L/h; NF - outlet 
pressure: 2.0 MPa; recirculation flow: 60 L/h; operating temperature 35 °C.  
The processes were interrupted when the volume concentration factor (VCF) 
achieved 2.0 (UF) and 1.7 (NF).  Runs were performed in duplicate and the results were 
expressed as the average between them. Samples of feed, permeate and concentrate streams 
were taken for further analysis of total phenolic (TP) content and antioxidant capacity (AC).  
The membranes were pre-conditioned by soaking them in ethanol/water solution 
for 16 hrs at room temperature. This step aims to improve the permeate flux, thus ensuring 
that the membrane was thoroughly wetted by the solvent, which facilitated permeation. The 
main specifications of the membranes are shown in Table 1. 
  
Table 1. Specifications of ultra and nanofiltration membranes used in the experiments. 
Membrane MWCO 
(g/mol) 
Manufacturer Material TMO  
(°C) 
PMO  
(MPa) 
pH 
UH004 4.000 Microdyn-Nadir1 PESH 95 1.0 0-14 
NF270 200-300 DOW FILMTEC2 Polyamide 45 4.1 3-10 
1 Wiesbaden, Germany; 2 Illinois, USA 
MWCO (g/mol): Molecular weight cut-off  
TMO (°C): maximum operating temperature 
PMO (MPa): maximum operating pressure 
PESH: polyethersulfone with hydrophilic treatment 
 
2.3. Design of the processes 
 
UF and NF processes were carried out alone and combined. Fig. 1 shows a 
schematic diagram of the combined processes, with all steps since leaves collection at the 
field until the obtaintion of concentrated extracts. Phase I describes the process for obtaining 
the hydroalcoholic extracts from graviola leaves and phase II describes the process of 
concentration of these extracts by UF, NF or a combination of both processes (ultrafiltration 
followed by nanofiltration). 
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Figura 1. Schematic diagram of the combined processes (ultrafiltration followed by 
nanofiltration) with all steps since leaves collection at the field until the obtaintion of 
concentrated extracts. 
 
2.4. Evaluation parameters of processes 
2.4.1. Determination of volumetric permeate flux (Jv) 
The volumetric permeate flux (Jv), in L/m²h, is defined as the amount of permeate 
that passes through the membrane area in a given time, as expressed in Equation (1), where: 
mp is the permeate collected mass (g); ρ is the solution density (g/L), t is the time (h), and Ap 
is the membrane permeation area (m²). 
p
p
v At
m
=J
..
 [1] 
The average permeate flux corresponds to the slope of the straight line described 
by the equation 𝑉𝑝  = f (𝐴𝑝 × 𝑡) (Tylkowski et al., 2010). 
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2.4.2. Flux decrease determination (%) 
The flux decrease (Df), in %, was calculated according to Equation (2), where Ji  is 
the initial and Js is the average permeate flux (L/h∙m²). 
Df  =
(𝐽𝑖−𝐽𝑠)
𝐽𝑖
 . 100                                [2] 
2.4.3. Volumetric concentration factor determination (VCF) 
The volumetric concentration factor (VCF) was determined by Equation (3), 
where Vo and Vf are the initial and the final feed volumes (L), respectively. 
VCF =
𝑉𝑜
𝑉𝑓
 [3] 
 
2.4.4. Retention coefficient determination (R)  
 
The retention coefficient (R), in %, for total phenolics (TF) and antioxidant 
activity (AC) measured by ABTS and ORAC methods were determined according to 
Equation (4), where Cp,i is the concentration of solute i present in the permeate and Cf,i  is the 
concentration of solute i in the fed solution. 
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2.4.5. Energy comsumption (E) 
Equation (5) was used to estimate the energy consumption (E) of the processes, in 
kWh/m3, as described by Jönsson and Wallberg (2009), where: p is the transmembrane 
pressure in kPa, Qfeed is the feed recirculation flow,  is the pump efficiency, Jv is the 
volumetric permeate flux in m3/h and A is the membrane area in m2. 
AJ
Qp
E
v
feed
..
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            [5] 
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2.5. Characterization of the extracts 
2.5.1 .Total phenolics by the Folin-Ciocauteau method 
The concentration of total phenolic compounds was determined as described by 
Singleton et al. (1999), with slight modification. That is, 2.5 mL of the Folin-Ciocauteau 
reagent was added to 0.5 mL of sample extract. After 5 min, 2 mL of sodium carbonate 
solution (7.5 % w/v) was added followed by mixing in a shaker tube for 10 seconds. After 2 
hrs protected from the light, at room temperature, the sample was read in an absorbance of 
760 nm using a UV/Vis spectrophotometer model DU70 (Beckman Instruments, Inc., 
Fullerton, CA, USA). A six point calibration curve was constructed using gallic acid 
concentrations from 8 to 72 μg mL-1. Results were expressed in mg of gallic acid equivalent 
per g of dry extract, and were expressed as average ± standard deviation (three replicates). 
 
2.5.2 Antioxidant capacity 
The antioxidant capacity of the extract fractions were evaluated by two different 
methods based on distinct mechanisms. The first involved the transfer of electrons (ABTS), 
using Free Radical Capture ABTS•+, according to the methodology described by Rufino et al. 
(2007) and quantified according to Re et al. (1999). The second was based on the transfer of 
hydrogen (Oxygen Radical Absorbance Capacity–ORAC), according to the methodology 
described by Prior et al. (2003) and Dávalos et al. (2004). The results were expressed as 
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) per g of dry extract. 
 
2.5.3. Particle size distribution 
Particle size distribution of the extracts was determined by laser diffraction, in a 
Laser Scattering Mastersizer (Malvern Instruments, Mastersizer model 2000 UK). The 
diameter was determined based on the average diameter of a sphere with the same volume 
(Brouckere Diameter – D4,3). All samples were analyzed six times.  
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2.6. Characterization of the membranes  
2.6.1. Atomic force microscopy (AFM) 
The analysis of the membranes surface morphology was done before and after the 
concentration process. Membranes were analyzed using an atomic force microscope (AFM) 
NanoSurf model EasyScan 2 (Liestal, Switzerland). The scannig was performed on a 
membrane surface area of 75 µm x 75 µm, in a non-contact mode and the images were 
processed using the free software Gwyddion, version 2.43 (Czech Metrology Institute, Czech 
Republic), which provided the statistical parameters related to the roughness of the samples. 
After acquiring each original membrane image, new images with a side length of 5, 10, 22, 
and 41 µm were obtained. The roughness mean square values (Rms) were obtained from the 
photomicrographs. 
 
2.6.2. Analysis of the fouling mechanisms by Hermia’s model 
 
The filtration models based on the blocking laws elucidated by Hermans and 
Bredée (1936) are generally applied to describe obstruction mechanisms of the pores in the 
membranes, wich occours during the filtration process.  In this way, Hermia’s model (Hermia, 
1982) is a well-known model, being represented by the Equation (6), which is used specially 
for the systems operated at constant pressure, and can be reformulated to the Equation (7) 
when the focus is on the analysis of the permeate flux in tangential filtration systems.  
 
𝑑2𝑡
𝑑𝑉2
= 𝑘 (
𝑑𝑡
𝑑𝑉
)
𝑛
 
 
[6] 
nkJ
dt
dJ  3  [7] 
Where, n is the constant related to the fouling mechanism, V is the permeate flux 
volume per area unit; t is the filtration process time (h), and k is the mass transfer coefficient.  
 
By the n constant, the flux is likely to decrease steadily during the process where 
occours cake formation (n=0). For n=2, the flow reduction is exponential due to the complete 
blockage of pores. The decline in flux rate will be between these two extremes with the 
115 
 
 
 
standard and intermediate blocking models, where values of n are 1.5 and 1, respectively. The 
four blocking mechanisms are described below.  
2.6.3.  Complete pore blocking (n=2) 
Occurs when the sizes of the particles in the feed solution are larger than the pores 
openings of the membrane, blocking it completely, but without overlapping the solutes. So, it 
becomes completely blocked. The blockage increases the resistance to filtration, resulting in a 
reduction of the permeate flux exponentially with time (Ng et al., 2014). The filtration volume 
flow can be related to the time using the linearized equation Equation (8): 
                               ln J = ln J0 – ct                         [8] 
 
2.6.4. Standard pore blocking (n=1.5)  
 
Standard or inner pore blocking occurs when small particles are adsorbed onto the 
walls of the pores in the membrane. It only happens when solutes are smaller than pore 
openings. The correlation between the volume flow and time is given by Equation (9) 
 
        J-1/2 = J0-1/2 + st              [9] 
 
2.6.5. Intermediate pore blocking (n=1)  
This happens when the diameters of the particles are very similar to the pore size 
of the membrane. In this case, some particles may clog the pores covering some active 
membrane areas or cling tightly to the previously deposited solutes. This blocking law is 
given by Equation (10): 
         J-1 = J0-1 + it                [10] 
2.6.6.  Cake formation (polarized layer) (n=0) 
This phenomenon happens when the particles are larger than the pores of the 
membrane, so they overlap, forming a polarized layer in the membrane surface, also called as 
cake formation. This blocking law is given by Equation (11): 
                               J-2 = J0-2+ cf.t                                     [11] 
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For all equations, J0 is the initial permeate flux (L m-2 h-1), t is the time (h) and c, 
s, i and cf are the constants for each blocking model and are described in detail by Ng et al., 
(2014). 
The experimental data were adjusted for each model in order to assess the best fit, 
assuming a linear correlation. The slope obtained from each curve gives the constants c, s, i 
and cf that featuring each mode of pore blockage. The initial permeate flux (J0) was given by 
the linear coefficient. The regression coefficients (R2) were determined for each equation 
model. 
2.7. Statistical analysis 
Tukey and Student T-test tests were used to compare the means obtained in the 
membrane concentration processes. All analysis were done using SAS 9.4 (SAS Institute Inc, 
USA). Differences were considered significant at a level of 5% (p < 0.05). To evaluate 
fouling mechanisms, the mathematical modeling was performed with Statistica 8.0 (Statsoft, 
USA). 
3. Results and discussion 
3.1 Direct process 
3.1.1 Feed characterization 
Moisture, ash, total protein, lipids, carbohydrates, solids, pH, density and 
antioxidant capacity values of the extracts are shown on Table 2. The extract with 70% EtOH 
contained a higher amount of lipids and proteins than the one with 50% EtOH, which on the 
other hand, showed a greater amount of ash and carbohydrates. This is reasonable since fats 
are lipophilic, while carbohydrates and the metals that result in ash are hydrophilic. The 
higher level of protein obtained using more EtOH suggests that most of the proteins recovered 
were lipophilic, being membrane-bound proteins. It should be noted that many water-soluble 
proteins and enzymes are denatured by EtOH, therefore they would have been filtered out 
with either solvent mixture. 
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Table 2. Characteristics of graviola leaves extracted with 50% and 70% EtOH in water (v/v).  
Parameters Feed 
50% EtOH 
Feed 
70% EtOH 
Moisture (g/100 g, w.b.) 98.7±0.0 98.6±0.0 
Ash (g/100 g, d.b.) 14.6±0.0       11.6±0.0 
Protein (g/100 g, d.b.) 7.2±0.0 10.2±0.0 
Lipids (g/100 g, d.b.) 15.4±0.0 21.7±0.0 
Carbohydrates (g/100 g, d.b.) 37.7±0.0 29.7±0.0 
Total solids (g/100 g, w.b.) 1.3±0.0 1.4±0.0 
pH 6.1±0.0 6.0±0.0 
Density (g/cm3) 0.9336±0.0004 0.8948±0.0018 
Total phenolics (mg GAE/g dry extract) 166.4±0.1 132.8±0.0 
Antioxidant capacity ABTS (µmol TEAC/g dry extract) 1516.0±1.2 1088.4±0.9 
Antioxidant capacity ORAC (µmol TEAC/g dry extract) 9256.1±1.9 8683.8±1.6 
Data presented corresponds to an average of three determinations, with standard deviations 
      w.b. = wet basis, d.w. = dry basis 
 
The particle size distribution of the feed extracts is shown in Fig. 2. 
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Figure 2. Particle size distribution of the feed extracts with 50% and 70% of ethanol. 
 
The particle size distribution of extracts with 50% EtOH was unimodal, whereas 
for the extracts with 70% EtOH it was bimodal (Figure 2), with a greater volume of particles 
with diameters around 9 µm and 35 µm, respectively. The extract containing 70% EtOH had a 
second peak distribution of lower volume, but with larger particles, around 500 µm, which 
was not observed for the extract with 50% EtOH.  
The increase of ethanol percentage in the extract may have favored particle 
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agglomeration. According to Rabelo et al. (2016), this can happen because in polar solvents 
the suspended macromolecules in the extracts are generally electrostatically more stable and 
less susceptible to agglomeration or precipitation. Once the polarity is reduced by an increase 
on ethanol concentration, a greater destabilization of the system occurs, favoring cluster 
formation. This explanation suggests that the extract containing 70% EtOH is the most likely 
to form clusters and promote fouling.  
 
3.1.2 Retention of bioactive compounds by UF and NF processes 
 
Differences between feed, concentrate and permeate were significant (p<0.001) 
for all the evaluated membranes. For UF and NF processes, the extracts containing 50% EtOH 
showed higher retentions of total phenolics and antioxidant capacities, measured by the ABTS 
and ORAC methods (Table 3). This is in agreement with previous studies (Pinto et al., 2014; 
Rabelo et al., 2016; Machado et al. 2013, Geens et al., 2005) that highlight the lower 
solvation of EtOH, when compared to water. It causes a greater opening of pores, resulting in 
lower retention of the compounds  
 
Table 3. Retention coefficients of bioactive compounds by ultra and nanofiltration processes 
of 50% and 70% EtOH in water (v/v) graviola leaf extracts. 
Process 
Total 
phenolics 
(%) 
ABTS  
(%) 
ORAC  
(%) 
NF270 50% EtOH 97.9±0.1 A 97.1 ±0.3A  96.5±0.1A 
NF270 70% EtOH 94.2±3.2 AB 95.8±0.7A  91.8±0.8B 
UH004 50% EtOH 87.3±0.4 B 86.8±0.6B  77.4±2.0C 
UH004 70% EtOH 75.1±0,7 C 86.8±1,0B 77.2±0.6C 
Values followed by the same letter in the same column are not significantly different at p<0.05. 
 
NF showed higher retention coefficients compared to UF, as was expected. 
However, the higher retention coefficients observed in the ultrafiltration processes were 
surprising (above 75%), because the compounds of interest in this work have a molecular 
mass between 100 and 700 g/mol. This is much smaller than the molecular mass cut-off of the 
membrane used, 4000 g/mol. This can be explained because phenolic compounds, which are 
responsible for the antioxidant capacity, can be strongly bound to macromolecules found in 
119 
 
 
 
vegetable matrix, especially complex carbohydrates, hindering their passage through the 
membrane pores. 
It is important to point out that the evaluation of the antioxidant capacity by 
different quantification methods needed due to the diversity of substances and chemical 
structures present in plant extracts. They can contribute to the antioxidant capacity through 
different mechanisms, including synergistic or antagonistic activity (Iacopini et al., 2008). 
3.1.3 Permeate flux evaluation  
Permeate flux curves as a function of time (with standard deviations) are shown in 
Figures 3a and 3b. 
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Figures. 3a and 3b. Permeate fluxes of direct nanofiltration (VCF = 1.7) and ultrafiltration 
(VCF = 2.0) processes of extracts with 50% and 70% ethanol in water (v/v). 
Accordin to Figure 3a the average process time to achieve a VCF of 1.7 was 
37.5% lower for the extracts containing 50% EtOH compared to those with 70% EtOH for NF 
processes, whereas this time difference was smaller for UF processes (19.9 %) (Figure 3b).  
The NF processes performed with the extracts containing 50% EtOH exhibited 
higher fluxes than those with 70% EtOH. The behavior of UF was the same, but there was 
less discrepancy between the fluxes. This can be explained by the hydrophilic nature of the 
membranes. Higher fluxes have been obtained with more polar solvents. The reverse situation 
is observed for hydrophobic membranes (Yang et al. 2001; Bhanushali et al. 2001). Another 
reason for this result can be the difference observed in particle size distribution of the extracts 
(Section 3.1.1). Moreover, extraction with 50% EtOH produced smaller particles (around 10 
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µm) than 70% EtOH (around 35 µm and 500 µm). Larger particles can increase fouling by 
cake formation, making the concentration difficult and reducing the flux.  
These results were also verified with pequi and artichoke extracts (Machado et al. 
2013; Rabelo et al. 2016), in which higher fluxes and recoveries were obtained using less 
ethanol.  The fluxes in this study were smaller than those reported by Rabelo et al. (2016) for 
the recovery of phenolic compounds from artichoke wastes using the same membrane system 
and the same operating conditions. The fluxes observed during UF and NF processes of 
graviola leaf extracts are shown in Table 4. 
 
Table 4. Fluxes during ultra and nanofiltration processes of graviola leaf extracts containing 
50% and 70% EtOH in water (v/v). 
Process Initial flux  (L/h. m2) 
Average flux 
(L/h.m2) 
Flux decline 
(%) 
NF270 50% EtOH 40.5±0.5A 7.1±0.0B 82.5±0.3A 
NF270 70% EtOH 27.5 ±2.6B  5.4±1.0B 80.2±5.3A 
UH004 50% EtOH 20.3±0.1C 12.1±0.0A 40.4±0.4C 
UH004 70% EtOH 23.4±0.3BC 9.9±0.2A 57.9±0.5B 
Values followed by the same letter in the same column are not significantly different at p<0.05. 
 
 As expected, the decrease in flux was much higher for NF than for UF, due to 
the much smaller pore diameter. Pores were quickly clogged by the suspended particles, 
increasing the cake formation. On the other hand, there was only a little difference in flux 
decline when the ethanol content was different for UF.   
 Considering also the larger size of the suspended particles (Section 3.1.1) in the 
extract with 70% EtOH, it is possible to infer that NF showed a greater distinction between 
the evaluated feeds in relation to the initial flux. 
 There was no significant difference in the flux decline of the extracts processed 
by NF due to different ethanol concentrations. However, for UF processes the flux decline 
was significantly higher (42.5% larger) for the extracts containing 70% EtOH (Table 4). 
 The effect of these bunched factors can be clearly evidenced in fouling analysis 
(Section 3.1.4), where it is possible to observe the predominant blocking mechanism for each 
process. This was proven in the evaluation of the membranes’ roughness (Section 3.1.5). It is 
clear that the roughness of membranes used in the filtration of the extracts with 70% EtOH is 
higher than those with 50% EtOH. 
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3.1.4 Blocking mechanisms  
In order to investigate the fouling mechanisms involved in filtrations, Hermia’s 
models were used. The values of the coefficient of determination (R2) and estimated constants 
(ɛc, ɛs, ɛi, ɛcf) for each mechanism are shown in Table 5. High R2 value indicates a good fit of 
Hermia’s models to the experimental data. 
All fouling mechanisms were present during the UF and NF processes but 
dominated by cake formation, which showed the best fit (R2=0.99), followed by intermediate, 
standard and complete blocking of the pores. 
For UF processes with 50% EtOH the determination coefficient for cake 
formation, intermediary and standard blocking fouling mechanisms had only a slight 
difference, in the third case place, showing that the presence of all these events were quite 
marked (Table 5).  
For the estimated constants ɛc, ɛs, ɛi and ɛcf, the higher values were due to the 
resistances associated with each blocking model, where ɛc and ɛi are linked to the resistance 
caused by fouling, ɛs is related to the resistance from the inner obstruction of the pore wall by 
solute particles, and ɛcf is associated with the resistance caused by cake formation (Vela et al., 
2008).  
The characteristics of the feed solution had great influence on the membrane 
fouling mechanisms in this work. The results in Table 5 show that for the most predominant 
type of blocking in all membrane processes, cake formation, the solutions with the highest 
content of alcohol showed the uppermost ɛcf values, which is consistent with the bigger 
particle sizes observed in the extract containing 70% EtOH (Section 3.1.1). 
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Table 5. Evaluation of fouling parameters by applying Hermia’s models at UF and NF membranes. 
Membrane Model 
 Complete blocking (n=2) Standard blocking (n=1.5) Intermediate blocking (n=1) Cake formation (n=0) 
 R2 c (h-1) J0 R2 s (m.L-1/2.h-1/2) J0 R2 i (m2.L-1) J0 R2 cf (m4.L-2) J0 
UH004 50% 0.9827 0.0729 18.86 0.9905 0.0090 18.83 0.9942 0.0046 18.97 0.9985 0.0006 19.37 
UH004 70% 0.9348 0.1172 19.22 0.9650 0.0138 18.74 0.9772 0.0073 18.94 0.9929 0.0010 19.62 
NF270 50% 0.8925 0.2300 26.62 0.9506 0.0219 22.38 0.9753 0.0121 23.28 0.9980 0.0020 30.49 
NF270 70% 0.8772 0.1372 13.93 0.9477 0.0183 12.69 0.9698 0.0125 12.96 0.9939 0.0030 14.27 
Where R2 is the coefficient of determination, J0 is the estimated initial flux, in L/m2h, c, s, i and cf are the estimated constants of Hermia’s models 
and n is the exponent in Hermia’s models that characterizes each type of filtration mechanisms. 
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3.1.5 Topography of membranes - AFM 
Atomic force microscopy (AFM) was used to analyze the surface topography of 
the membranes and produce images. Figures 4a and 4b show the variation of Mean Square 
Roughness (Rms) with the scale length (L) for the membranes before and after processes.  
Virgin membranes were conditioned in the same way as those used in filtrations.  
It is important to emphasize that roughness is a measure that is directly linked to 
the scale, it means that the higher the scanned area higher are roughness values (Boussu et al., 
2005; Boussu et al., 2007; Wong et al., 2009). From the images of a scanned area of 75 m2 
smaller areas of 5, 10, 22 e 41 m2 were analyzed.  
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Figures 4a and 4b. Mean square roughness (Rms) in function of the length scale L (side of 
the scanned area in µm) of NF and UF membranes before and after filtration processes of 
extracts with 50% and 70% of ethanol. 
 
NF and UF membranes had an increase of initial roughness after processes 
(Figures 4a and 4b). This increment occurs due to the deposition of particles and aggregates 
on the membranes’ surfaces. This is in agreement with the fouling mechanisms observed in 
Section 3.1.4, which showed the occurrence of cake formation during the concentration 
processes. There were not significant differences between the roughness of the membranes for 
UF direct processes when 50% or 70% EtOH extracts were used. For NF these differences 
were significant. The roughness of the membranes used in the filtration process of extracts 
with 70% EtOH was higher than those used in the process with 50% EtOH. This is highly 
correlated to the greater fouling and lower permeate flux observed for processes with 70% 
EtOH. 
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3.2 Combined processes 
Considering the possibility of a faster filtration process through the combination 
of ultra and nanofiltration, a study of nanofiltration after prior ultrafiltration was done. It is 
named in the discussion as “NF post-UF”. The permeate stream of UF was concentrated by 
NF. The differences in flux and in retention of compounds in terms of concentration of 
ethanol in the extracts were evaluated. From this result, other experiments were performed in 
which the pressures varied. 
 
3.2.1 Retention coefficients 
 
The retention coefficients of bioactive compounds of combined processes 
performed with 50% and 70% EtOH are shown in Table 6. 
Student's t-test applied to the data shows no significant differences in total 
phenolics or ORAC (p0.05) for the different processes. However, for antioxidant capacity 
measured by ABTS method the retention observed for extracts containing 50% EtOH was 
significantly higher (p0.05). 
 
Table 6. Retention coefficients of bioactive compounds of NF post-UF processes of extracts 
with 50% and 70% EtOH in water (v/v) performed at 2.0 MPa (20 bar) and 35°C.  
Process 
 
Total phenolics 
(%) 
ABTS  
(%) 
ORAC  
(%) 
NF post-UF 70% EtOH 76.3±4.6 59.8±4.2 70.4±2.8 
NF post-UF 50% EtOH 77.6±1.0 87.0±0.6 74.9±10.6 
 
It is important to highlight that the retention of bioactive compounds in the direct 
nanofiltration processes was significantly higher (p0.05) than in the combined processes. 
This result probably occurred due to the lack of cake formation, since the extracts fed into the 
system were previously ultrafiltrated. Pores clogged and cake formed in the direct filtration of 
extracts due to the suspended particles, thus increasing the selective barrier of the compounds. 
3.2.2 Flux permeate 
The fluxes were much higher than those observed in the direct filtration step. Fig 
5 shows a significant increase in permeate flux of NF processes performed after UF. When 
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compared to direct filtrations, the average flux increased almost seven times for extracts with 
50% EtOH, from 7.09 to 48.79 L.h-1∙m-2, and almost three times for extracts with 70% EtOH, 
from 5.38 to 15.78 L.h-1.m-2. 
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Fig. 5. Permeate fluxes of  NF post-UF processes (VCF = 2.3) of the extracts with 
50% and 70% ethanol in water (v/v) in function of operation time, conducted at 2MPa and 
35°C. 
 
It can also be noticed that the increase of EtOH concentration in the extract 
significantly increased the process time needed to achieve the same volumetric concentration 
factor (VCF), what has already been explained in previous sections. The average flux for 
extracts with 50% EtOH was more than 3 times higher than those with 70% EtOH (Table 7). 
 
Table 7. Measured flux during NF post-UF processes of extracts with 50% and 70% EtOH in 
water (v/v).  
Process (2.0 MPa) Initial flux (L/h∙m2) 
Average flux 
(L/h∙m2) 
Flux decline 
 (%) 
NF post-UF 50% EtOH 75.3±2.8 48.8±5.2 35.0±9.4 
NF post-UF 70% EtOH 57.1±9.2 15.8±4.1 64.6±3.6 
There was a significant difference (p<0.05) between all variables evaluated by 
Student t-test. As stated earlier, the highest concentration of alcohol in the extracts negatively 
affected the membrane filtration performance. This result is similar to that observed for 
NF270 in processes conducted without a pre-ultrafiltration step. This emphasizes that ethanol 
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can have a higher influence on the filtration process, independently of the size of particles in 
suspension.  
3.2.3 Analysis of pressure variation 
Based on the presented results, the best flux and improved retention were obtained 
with 50% of EtOH in water (v/v). Thus, a study with different filtration pressures in the NF 
step was evaluated. Processes were performed under 2, 3 and 4 MPa, in duplicate. The 
retention coefficients of bioactive compounds are shown on Table 8. The processes exhibited 
high retention coefficients, but smaller than those obtained in direct filtrations. This result is 
probably due to cake formation, which in the direct processes was considerably higher. Once 
the cake is formed, it acted as a selective layer. This caused a greater retention of the 
compounds. There were no significant differences between the processes (p<0.05). 
Table 8. Retention coefficients of bioactive compounds of NF post-UF processes of the 
extracts with 50% in water (v/v) performed at 2, 3 and 4 MPa and 35°C.  
Processes 
 
Total phenolics 
(%) 
ABTS  
(%) 
ORAC  
(%) 
NF post-UF 50% EtOH (2 MPa) 77.6±1.0A 87.0±0.6A 74.9±10.6A 
NF post-UF 50% EtOH (3 MPa) 78.4±1.2A 86.3±0.0A 78.4±0.1A 
NF post-UF 50% EtOH (4 MPa) 79.8±0.5A 87.1±0.2A 77.7±0.2A 
Values followed by the same letter in the same column are not significantly different at p<0.05. 
 
The permeate flux curves in function of time are shown in Figure 6. The 
concentration time was 23.7% and 29.1% shorter for processes performed at 3 and 4 MPa, 
respectively, in comparison to processes performed at 2 MPa. 
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Fig. 6. Permeate fluxes of NF post-UF processes (VCF = 3.0) of the extracts with 
50% ethanol in water (v/v) in function of operation time, conducted at 2, 3 and 4 MPa, at 
35°C. 
Figure 6 shows that the increase in pressure led to a decrease in the process time 
as a consequence of an increase of the permeate flux, as expected in nanofiltration processes.  
The average fluxes of processes carried out at 3 and 4 MPa were evaluated 
significantly higher (p <0.05) that those performed at 2 MPa. The flux decline for the three 
pressures was moderate, with no significant differences between processes (Table 9). 
 
Table 9. Flux during NF post-UF processes of the extracts with 50% EtOH in water (v/v).  
Process Initial flux (L/h∙m2) 
Average flux 
(L/h∙m2) 
Flux decline 
 (%) 
NF270 post-UF (2 MPa) 75.3±2.8B 48.8±5.2B 35.0±9.4A 
NF270 post-UF (3 MPa) 92.8±4.1AB 66.3±0.4A 28.4±3.7A 
NF270 post-UF (4 MPa) 108.9±0.9A 70.0±1.5A 35.8±0.9A 
Values followed by the same letter in the same column are not significantly different at p<0.05. 
 
3.2.4 Topography of membranes - AFM 
The results of membrane roughness of NF post-UF processes of extracts with 50% 
EtOH conducted at 2, 3 and 4 MPa are shown in Figure 7.  
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Fig. 7. Mean square roughness (Rms) as a function of the scale length L (side of the scanned 
area in µm) of the membranes before and after the filtration process of extracts with 50% 
EtOH at 2, 3 and 4 MPa. 
 
The roughness of the membranes after NF post-UF processes was much lower 
than those observed in the direct filtration systems, as expected. It can be observed that there 
was an increase in the roughness values with the increase of pressure. This result is consistent 
with mass transfer phenomena and it is an indicative of the non-occurrence of compaction on 
the surface of the membrane in the range of tested pressures.  
 
3.3 Energy consumption 
 
An evaluation of the energy consumption of direct and combined systems was 
made in order to select the strategy for filtration of graviola leaves extracts that would be 
more productive in terms of yield and energy. The results for the energy consumption are 
shown in Figures 8a and 8b. 
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Figures 8a and 8b. Energy consumption of UF and NF direct and NF post-UF processes 
(VCF = 1.7) of extracts with 50% and 70% of ethanol in water (v/v) in function of operation 
time. 
 
UF processes conducted at 0.7 MPa had a significant lower energy consumption 
compared to NF processes, as expected. For both NF direct and post-UF processes, extracts 
with 70% EtOH spent much more energy than those with 50% EtOH. For the UF process 
there was no significant difference. To achieve the same volumetric concentration factor 
(VCF=1.7) extraction with 70% EtOH spent about 62% more energy than extraction with 
50% EtOH in direct processes. For NF post-UF processes such difference was about 38% 
(Table 10). 
 
Table 10. Energy consumption of direct and combined process to achieve a VCF=1.7. 
Direct processes (2.0 MPa) Energy consumption 
(KWh/m3) 
 
KWh/m3 
UF 50% EtOH  129.3±3.8 
UF 70% EtOH 121.8±6.2 
NF 50% EtOH 481.1±2.2 
NF 70% EtOH 773.2±5.3 
Combined processes   Energy consumption 
NF post-UF 50% EtOH        2 MPa 80.4±1.9 
                                         3 MPa 93.1±0.3 
                                         4 MPa 113.4±0.7 
NF post-UF 70% EtOH     2.0 MPa 210.7±5.4 
 
The higher energy consumption of the 70% EtOH process is due to the lower 
permeate flux. In NF post-UF processes with 50% EtOH the energy consumption was 17% 
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and 40% higher for processes performed at 3 and 4 MPa, respectively, than the ones carried at 
2 MPa (Table 10). 
The energy consumption increased with pressure, as expected (Figure 8b). The 
average energy consumption was 80.41 KWh/m3 for processes performed at 2 MPa, 93.1 
KWh/m3 at 3 MPa and 113.4 KWh/m3 at 4 MPa. These results are important when 
considering the scale-up to commercial units. Other costs inherent to the process should also 
be considered, such as the energy needed to reduce the particle size of the leaves prior to 
extraction and solvent recovery. 
4. Conclusion  
Sequential UF and NF processes proved to be effective in the separation of the 
phenolics from graviola leaves extracts to obtain enriched fractions. This sequential design 
resulted in much higher fluxes than those observed in the direct filtration step. This resulted in 
a faster concentration process that promoted a more economic process in terms of energy 
consumption. The permeate fluxes of NF post-UF process increased almost seven times for 
extracts with 50% EtOH and almost three times for extracts with 70% EtOH, in relation to 
direct processes.  
The highest concentration of ethanol in the extracts negatively affected the flux 
permeation performance, but has a little influence on the rejection of the compounds of 
interest. The pressure variation in the NF step done with extracts containing 50% EtOH also 
did not result in significant differences in the retention of bioactive compounds.  
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DISCUSSÃO GERAL 
Nos experimentos de extração assistida por ultrassom onde foram avaliadas 
diferentes potências na extração de FT ao longo de 60 minutos de extração, observou-se que 
para as potências mínima (160 W) e média (400 W) não houve diferenças significativas 
(p>0,05) ao longo do tempo de extração por nenhuma das duas metodologias avaliadas. Para a 
potência máxima (800 W) observou-se que, utilizando-se a metodologia descrita por Dev 
Choudhury; Goswami (1983) para a quantificação, foram encontradas concentrações de FT 
significativamente superiores às encontradas pela metodologia de Singleton et al. Em relação 
aos tempos de extração as maiores concentrações de FT encontradas utilizando-se essa 
metodologia foram para os tempos 5, 45 e 60 min, que não diferiram significativamente entre 
si, porém diferiram dos demais. 
No planejamento fatorial fracionado 2 4-1 a cinética de extração de FT ao longo do 
tempo para os 11 ensaios avaliados apresentou concentrações variando de 15,9 a 41,7 mg 
GAE/g de folha. A capacidade antioxidante medida pela captura do radical livre ABTS•+ 
variou de 55,2 a 584,4 µmol trolox/g folha. 
Em relação à estimativa dos efeitos das variáveis estudadas no planejamento 
fatorial fracionado 24-1 para as respostas FT e CA, observou-se que as variáveis temperatura e 
razão solvente/folha tiveram efeito significativo (p<0,1) na extração desses compostos em 
todos os tempos de extração avaliados. O aumento da temperatura provocou um efeito 
positivo e significativo na extração de FT quando passou de 30 °C para 70 °C. O aumento da 
razão solvente/folha, passando de 10 mL/g de folha para 40 mL/g de folha também apresentou 
efeito positivo para o aumento da concentração de FT. Contudo, observa-se que a partir do 
tempo de extração de 45 min, a variável concentração de etanol também passou a ser 
significativa para a extração desses compostos, indicando que o aumento da concentração do 
álcool favoreceu a extração dos FT. Em relação à capacidade antioxidante medida pela 
captura do radical livre ABTS•+, não houve efeito significativo para nenhuma das quatro 
variáveis do estudo, em nenhum dos tempos avaliados. 
Não houve efeito significativo do uso de ultrassom na extração dos compostos de 
interesse em nenhum dos tempos de extração avaliados. Portanto essa variável foi excluída do 
estudo. Em virtude da avaliação da extração dos FT e da CA ao longo do tempo ter mostrado 
uma tendência de aumento da concentração dos compostos até os 15 min de extração, 
mantendo-se constante ou até mesmo apresentando um ligeiro decréscimo até o fim dos 60 
minutos avaliados, o tempo de 15 min foi fixado para o estudo do delineamento completo. 
137 
 
 
 
Para a resposta concentração da acetogenina anonacina, observa-se que a única 
variável que teve efeito ignificativo (p<0,1) e positivo sobre a extração foi a concentração de 
etanol; ao elevar-se a percentagem do álcool na solução extratora favoreceu-se a extração de 
anonacina. 
No delineamento composto central rotacional (DCCR) foram avaliadas as 
variáveis independentes ‘temperatura’ e ‘concentração de etanol’. Embora a variável ‘razão 
solvente/folha’ tenha apresentado efeito significativo para a extração dos FT em todos os 
tempos de extração avaliados no planejamento fatorial, esta variável ficou no limite de 
significância para a resposta considerada a mais importante no estudo, a concentração da 
acetogenina anonacina. Para esta resposta a variável-independente ‘concentração de etanol’ 
foi bastante significativa, e por isso adotou-se como estratégia realizar o planejamento 
completo (DCCR) somente com as variáveis ‘temperatura’ e ‘concentração de etanol’, 
fixando-se a variável ‘razão solvente/folha’ em 25 mL/g. 
A partir da análise das curvas de contorno e superfícies de resposta geradas pelos 
modelos para CAn e FT foi possível determinar as condições de processo em que se obtêm a 
extração máxima de anonacina (temperatura em torno de 50 °C e conc. de etanol em torno de 
50%) e alta concentração de FT (temperatura em torno de 70 °C e conc. de etanol em torno de 
50%). 
Quanto ao estudo empregando-se extração acelerada por solvente (ASE), 
observou-se que o metanol a 100 °C e pressão de 10 MPa (100 atm) solubilizou 33% de 
sólidos das folhas, enquanto o etanol sob as mesmas condições solubilizou 41%. Os 
resultados encontrados demonstram que o metanol pressurizado a quente extraiu muito mais 
material do que a fervura (ou percolação), sob pressão ambiente, que solubilizou 19,3% das 
folhas em um estudo anterior. A concentração de FT obtida utilizando extração com metanol 
pressurizado a quente foi de 100,3 mg GAE/g, enquanto a extração com etanol nas mesmas 
condições extraiu 93,2 mg GAE/g. Em outros estudos foram encontrados 54,6 mg GAE /g em 
extrato obtido com extração etanol/água 1:1 assistida por ultrassom, e 33 mg GAE/g em uma 
extração das folhas em água fervente. 
Neste estudo, metanol pressurizado solubilizou mais anonacina e squamocina do 
que etanol. 305,6 ± 28,3 µg/g-b.s. de anonacina foram encontradas no extrato metanólico e 
226,0 ± 0,07 µg/g-b.s. foram obtidas no extrato etanólico. Por outro lado, 17,4 ± 0,89 µg/g-
b.s. de squamocina foram encontradas no extrato metanólico, e 4,75 ± 0,41 µg/g-b.s. de 
squamocina foram encontradas no extrato etanólico. Em contrapartida, a infusão feita com 
138 
 
 
 
água quente (90 °C) solubilizou apenas 0,213% (0,65 ± 0,07 µg/g-b.s.) de anonacina a partir 
de 2,5 g de folhas e muito pouca squamocina para ser detectada. Quando foram utilizadas 5,0 
g de folha no preparo de outra infusão, apenas 0,108% (0,33 µg/g-b.s.). Dessa forma, 
concluiu-se que o aumento na quantidade de folhas em pó para um mesmo volume de 
solvente não solubilizou uma maior quantidade de anonacina. Assim, as folhas de gravioleira 
analisadas nesse estudo contêm quantidades significativas de acetogeninas anonacina e 
squamocina, bem como de compostos fenólicos.  
Em relação ao uso de tecnologia de membranas na separação e concentração dos 
compostos bioativos da folha da gravioleira utilizando dois extratos com diferentes 
concentrações de etanol (50% e 70%), por diferentes processos de separação envolvendo duas 
diferentes escalas de exclusão molecular (ultra e nano), observou-se que tanto para os 
processos de UF quanto os de NF os extratos contendo 50% de EtOH apresentaram uma 
maior retenção de compostos fenólicos e capacidades antioxidantes mais elevadas, medidos 
pelos métodos ABTS e ORAC, o que provavelmente ocorreu devido à uma menor solvatação 
dos poros pelo etanol em comparação com a água, provocando uma maior abertura efetiva dos 
poros, resultando em menor retenção dos compostos. 
 Como esperado, a redução do fluxo foi muito mais elevada para os processos 
de NF do que para os UF, devido ao diâmetro dos poros serem muito menores. Dessa forma, 
na NF, os poros foram rapidamente obstruídos pelas partículas em suspensão, aumentando 
assim a formação de torta. Por outro lado, para a UF houve pouca diferença no declínio de 
fluxo devido à diferença na concentração de etanol nos extratos. Não houve diferença 
significativa no decaimento de fluxo entre os extratos contendo 50% e 70% de EtOH nos 
processos de NF. No entanto, para os processos de UF, o declínio fluxo foi significativamente 
maior (42,5%) para os extratos com 70% de etanol. 
Todos os mecanismos de bloqueio estiveram presentes durante os processos de 
UF e NF, porém o predominante foi o de formação de torta, seguido pelos bloqueios 
intermediário, padrão e completo dos poros. As diferentes composições dos extratos 
utilizados na alimentação dos processos mostraram ter grande influência sobre os mecanismos 
de entupimento/obstrução das membranas neste estudo. A maior formação de torta foi 
observada para os extratos contendo a maior concentração de etanol (70%), o que foi 
consistente com os maiores tamanhos de partículas observados nesse extrato. 
Os processos sequenciais de UF e NF provaram ser bastante eficazes na separação 
dos compostos fenólicos dos extratos da folha da gravioleira para a obtenção de frações 
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enriquecidas. Este design sequencial resultou em fluxos muito superiores aos observados nos 
processos de filtração direta. Isto resultou em processos de concentração mais rápidos que 
promoveram um processo mais econômico em termos de consumo energético. Os fluxos de 
permeado dos processos de NF pós-UF aumentaram cerca de sete vezes para os extratos com 
50% de EtOH e cerca três vezes para extratos contendo 70% de etanol, comparados aos 
processos diretos.  
A maior concentração de etanol nos extratos influenciou negativamente o 
desempenho do fluxo de permeação, mas teve uma pequena influência sobre a rejeição dos 
compostos de interesse. A variação da pressão nos processos de NF feitos com extratos 
contendo 50% de EtOH também não resultou em diferenças significativas na retenção de 
compostos bioativos. 
Como esperado, nos processos de UF conduzidos a 0,7 MPa ocorreu um consumo 
energético significativamente menor que nos processos de NF. Tanto para os processos de NF 
diretos quanto para os realizados pós-UF, houve um maior consumo de energia para os 
extratos contendo 70% de EtOH em relação aos contendo 50% de EtOH. Para os processos de 
UF não houve diferenças significativas no consumo energético com a variação da 
concentração de etanol. Nos processos diretos de NF, a concentração dos extratos contendo 
70% de EtOH demandou 62% a mais energia do que a dos extratos com 50% de EtOH, para 
um FCV de 1,7. Para processos de NF pós-UF essa diferença foi em torno de 38%. 
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CONCLUSÃO GERAL 
Conclui-se com esse trabalho que é possível obter um processo industrial para o 
processamento de folhas da gravioleira para extração e concentração de seus compostos 
bioativos com o emprego de tecnologia de membranas de ultra e nanofiltração, obtendo um ou 
mais extratos hidroalcoólicos concentrados, ricos em acetogeninas anonáceas e em 
antioxidantes naturais, de forma que venham a ser avaliados pela indústria farmacêutica para 
uso como fitoterápicos ou mesmo pela indústria agroquímica como agentes biológicos para o 
controle de pragas. 
Além disso, conclui-se por meio dos resultados dessa pesquisa que é possível 
utilizar o etanol, matéria-prima renovável e não tóxica, para extrair os compostos bioativos da 
folha da gravioleira com alto rendimento, e viabilizar o emprego dos processos de separação 
por membranas para abrir mercado para as empresas que já beneficiam as folhas, originando 
produtos com alto valor agregado obtidos por meio de tecnologia limpa. Novas aplicações 
tecnológicas relacionadas à separação e concentração de compostos presentes em matérias-
primas vegetais, usando processos de separação com membranas são consideradas viáveis 
economicamente para aplicação em indústrias, pois já existe base instalada de indústrias de 
equipamentos no país e os custos de energia relacionados ao processo são considerados 
baixos.   
O Brasil é o maior produtor de graviola do mundo. Os produtores rurais dos 
maiores estados produtores da fruta, como é o caso da Bahia, poderão aumentar sua renda 
com a exploração racional da cultura, aproveitando a oportunidade para a comercialização 
também das folhas. Dessa forma, esse “descarte” poderá ser visto como oportunidade de 
negócio, tendo em vista que essa matéria-prima já vem há alguns anos sendo bastante 
demandada no mercado interno e externo, e seus produtos alcançando altos valores de 
mercado, como é o caso das cápsulas de gelatina contendo a folha desidratada, que atualmente 
são comercializadas com preços variando na faixa de U$ 10-15 (embalagem contendo 100 
cápsulas de 500 mg), e dos sachês de chá, vendidos na faixa de U$ 6-7 a caixa contendo 20 
unidades. 
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Apêndice 1. Paper 1 
Gráficos de Pareto para a variável fenólicos totais (FT) nos diferentes tempos de extração 
avaliados. 
 
 
 
 
 
Figura a. Gráficos de Pareto do delineamento fatorial fracionado 24-1 para a variável-
dependente fenólicos totais, em diferentes tempos de extração, sendo: A=0, B=5, C=15, 
D=30, E=45 e F=60 minutos. 
 
A B 
C D 
E F 
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Figura b. Gráficos de Pareto do delineamento fatorial fracionado 24-1 para a variável-
independente capacidade antioxidante (CA) medida pelas metodologias ABTS (A) e ORAC 
(B), com 15 mintos de extração. 
 
  
Figura c. Gráfico de Pareto do delineamento fatorial fracionado 24-1 para a variável-
dependente concentração de anonacina, no tempo de extração de 15 min. 
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Apêndice 2. Paper 1 
 
Figura d. Cromatograma UPLC-QTOF-MS de extrato hidroalcoólico de folha da gravioleira 
obtido no ensaio E7 do planejamento fatorial 24-1 nas seguintes condições: T=30 °C, Pot 800 
W, 90% etanol e 10 mL de solvente/g de folha. Todos os picos de íons [M+H]+ = 597.47 
(anonacina) extraídos da amosta.  
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Apêndice 3. Imagens de produtos comerciais e de etapas dos processamentos para obtenção 
dos extratos hidroalcoólicos. 
Produtos existentes no mercado, feitos com galhos e folhas de gravioleira. 
              
Figura e. Cápsulas de folhas de graviola vendidas no mercado brasileiro como 
suplementos alimentares. Fonte: Imagens obtidas da internet dos sites das 
empresas Tiaraju e Sunflower. 
 
 
Figura f. Máquina encapsuladora utilizada para a produção das cápsulas de folhas 
de gravioleira. 
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Figura g. Estufa de campo onde os galhos e folhas são secos para a produção 
comercial. 
 
 
 
Figura h. Folhas secas em estufa com circulação forçada de ar (esquerda) e produto 
final obtido (folhas secas) pelos processos de secagem em estufa com circulação forçada 
de ar e liofilização (direita). 
. 
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Figura i. Processo de moagem das folhas. 
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Figura j. Extração assistida por ultrassom. 
   
Figura k. Equipamento de ultrassom de bancada utilizado nos experimentos. 
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Figura l. Extrato e frações obtidas no processo de ultrafiltração utilizando a membrana 
UH004 (MWCO = 4 KDa). Extrato com 50% de EtOH. Da esquerda para a direita: 
alimentação, permeado e retido. 
 
 
Figura m. Extrato e frações obtidas no processo de nanofiltração pós UF utilizando a 
membrana NF270 (MWCO = 200-300 Da). Extrato com 50% de EtOH. Da esquerda para a 
direita: alimentação, permeado e retido. 
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Figura n. Frações obtidas no processo de nanofiltração utilizando a membrana NF270 
(MWCO = 200-300 KDa). Extrato com 70% de EtOH.  
 
 
 
 
Figura o. Sistema de filtração com membranas utilizado nos experimentos esquerda) e 
detalhe do módulo placa e quadro onde a membrana é colocada (direita). 
 
